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RESUMEN 
La proteína asociada a resistencia a multidrogas 2 (MRP2) es una bomba de 
eflujo perteneciente a la superfamilia de transportadores ABC. En el intestino, se 
localiza en la membrana apical del enterocito y tiene un rol clave limitando la 
absorción de xenobióticos. La regulación aguda de su actividad a través de 
cambios en la localización subcelular nunca fue estudiada. En este trabajo 
hipotetizamos que ciertos nutrientes, una vez que alcanzan la luz intestinal, son 
capaces de incrementar la densidad de MRP2 en la membrana apical (y por ende 
su actividad protectora) a través de un mecanismo mediado por la hormona 
intestinotrófica GLP-2. En la primera parte del trabajo demostramos que la 
localización y la actividad de MRP2 en sacos intestinales de rata son regulables 
de forma aguda. Para eso utilizamos estradiol-17β-D-glucurónido y dibutiril-AMP 
cíclico, dos agentes conocidos por producir internalización e inserción de MRP2 
en modelos hepáticos. En la segunda parte del trabajo utilizamos un novedoso 
modelo in vivo para demostrar que la administración intrayeyunal de ácido oleico 
es capaz de inducir una inserción de MRP2 en la membrana apical y aumentar 
su actividad de transporte. Además, mediante diferentes estrategias 
experimentales, demostramos que GLP-2 es un mediador de ambos efectos, 
disparando una señal que viaja a través de la pared intestinal y culmina con un 
aumento en la producción extracelular de adenosina mediada por CD73. En la 
última parte del trabajo y utilizando la línea celular intestinal Caco-2 
demostramos que MRP2 de origen humano también es susceptible de regulación 
aguda y que el tratamiento agudo con adenosina puede producir inserción y 
aumento de actividad de MRP2 en este modelo, en un proceso probablemente 
mediado por el eje A2BAR/cAMP/PKA. En conjunto, estos hallazgos representan 
un mecanismo fisiológico novedoso orientado a protegernos contra la absorción 
de tóxicos en períodos absortivos. 
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CAPÍTULO 1 – Introducción general al tema de la tesis 
y presentación de la hipótesis de trabajo. 
1.1. Introducción 
1.1.1. Anatomía del intestino delgado. 
El intestino delgado es el órgano digestivo y absortivo por excelencia. Se 
extiende desde el píloro hasta la válvula ileocecal, alcanzando una longitud total 
de entre 2,7 y 4,5 m (Gondolesi y col., 2012). Anatómicamente se divide en tres 
segmentos o regiones: duodeno, yeyuno e íleon. El duodeno, de unos 25 cm de 
longitud, es el segmento más corto, comenzando luego del píloro y 
extendiéndose hasta el nivel del ligamento de Treitz (ángulo duodenoyeyunal). 
A nivel de este segmento desembocan el colédoco y el conducto pancreático 
principal (generalmente unidos previo a la desembocadura formando la ampolla 
hepatopancreática), los cuales vierten al duodeno la bilis y el jugo pancreático, 
respectivamente. La segunda porción del intestino delgado, el yeyuno, mide 
entre 1,0 y 1,7 m, representando el 40% del intestino delgado posduodenal. En 
esta región se lleva a cabo la mayor parte de la digestión y absorción, es por esto 
que la irrigación sanguínea es muy abundante y los pliegues son grandes y altos. 
Finalmente, el íleon, de 1,6 a 2,7 m de longitud, representa el 60% restante del 
intestino delgado posduodenal y se une con el intestino grueso mediante la 
válvula ileocecal. En comparación con el yeyuno, está menos irrigado y sus 
pliegues son más pequeños. 
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En cuanto a su anatomía microscópica, el intestino delgado cuenta con las cuatro 
capas que están presentes en la mayor parte del tubo digestivo: mucosa, 
submucosa, muscular y serosa (Figura 1.1). La mucosa está compuesta por un 
epitelio cilíndrico simple en contacto directo con el contenido luminal, la lámina 
propia (tejido conectivo laxo y tejido linfoide asociado a mucosa [o MALT, del 
inglés Mucosal-Associated Lymphoid Tissue]) y la muscularis mucosae (capa de 
músculo liso). El epitelio de la mucosa contiene diversos tipos celulares 
especializados: enterocitos (los cuales representan alrededor del 80% de las 
células del epitelio), células caliciformes, células enteroendocrinas y células de 
Paneth. Más adelante nos enfocaremos en algunos tipos celulares de interés en 
este trabajo. Por su parte, la submucosa es rica en capilares sanguíneos y 
linfáticos que absorben la mayor parte de los nutrientes. Además, en ella se 
encuentra el plexo de Meissner, consistente en una red neuronal cuya función 
principal es regular las secreciones a nivel del tubo digestivo. La muscular 
consiste en dos capas de músculo liso: la interna, más fina, conteniendo fibras 
circulares y la externa, más gruesa, conteniendo fibras longitudinales. Entre 
ambas capas se encuentra el plexo de Auerbach, otra red neuronal que 
contribuye principalmente a coordinar las contracciones y movimientos 
peristálticos. Los plexos de Meissner y de Auerbach agrupan las neuronas que 
constituyen el sistema nervioso entérico. Finalmente, el yeyuno y el íleon, por su 
localización intraperitoneal, están cubiertos por una serosa que es continua con 
el mesenterio. La mayor parte del duodeno, de localización retroperitoneal, sólo 
cuenta con una serosa en su superficie anterior; el resto de sus superficies están 
cubiertas por adventicia. 
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Figura 1.1. Características histológicas del intestino delgado. Adaptado de una imagen de 
Pearson Education Inc. 
 
Además de estas características comunes a todo el tracto gastrointestinal, el 
intestino delgado presenta características estructurales especiales que le 
permiten contar con una amplísima superficie interna, favoreciendo su función 
digestiva y absortiva. Además de su gran longitud, este órgano cuenta con tres 
tipos de extensiones: los pliegues circulares, las vellosidades y las 
microvellosidades, que incrementan la superficie luminal en un factor de 1,57, 
6,5 y 13, respectivamente. Utilizando estos valores, puede estimarse la superficie 
total del intestino delgado en 30 m2 (Helander y Fändriks, 2014). Los pliegues 
circulares (o pliegues de Kerckring) son pliegues transversales de la mucosa y 
la submucosa de altura máxima 10 mm y de tipo permanente. Además de 
aumentar la superficie total, ralentizan el movimiento del contenido intestinal 
promoviendo su mezcla y absorción. Por su parte, las vellosidades son 
proyecciones digitiformes de la mucosa de 0,5 a 1 mm de alto que le otorgan al 
interior del intestino su aspecto aterciopelado o de toalla de felpa. Debido a su 
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alta densidad (20-40 por mm2), las vellosidades aumentan apreciablemente la 
superficie de absorción. Entre sus bases existen numerosos poros o 
invaginaciones del epitelio que llegan hasta la muscularis mucosae denominadas 
criptas de Lieberkühn. En estas regiones el epitelio está formado principalmente 
por células de carácter no absortivo como células de Paneth y células madre 
intestinales. Finalmente, las microvellosidades son proyecciones de hasta 1 µm 
de longitud de la membrana apical de los enterocitos aumentando notablemente 
el cociente entre superficie y volumen luminal. Por su aspecto al microscopio 
óptico, las microvellosidades también se denominan en conjunto borde o ribete 
en cepillo (o BBM, del inglés Brush Border Membrane) y en su enorme superficie 
contienen enzimas digestivas y transportadores de membrana, los cuales 
presentaremos más adelante. 
1.1.2. Permeabilidad intestinal y barrera bioquímica 
¿Cuál es el camino que puede seguir un compuesto para absorberse? Desde el 
punto de vista conceptual, existen dos rutas por las cuales una molécula puede 
atravesar el epitelio intestinal: entre células adyacentes – denominada vía 
paracelular – y a través de las propias células – denominada vía transcelular. 
La difusión de moléculas por la vía paracelular está restringida tanto por tamaño 
como por carga debido a la presencia de complejos proteicos que mantienen la 
proximidad y adhesión entre enterocitos conocidos como uniones intercelulares, 
entre los que se incluyen uniones estrechas, uniones de anclaje, uniones gap y 
desmosomas (Salvo-Romero y col., 2015). El agua y los compuestos pequeños 
e hidrofílicos pueden permear a través de estas uniones, a la vez que los 
compuestos catiónicos las atraviesan más fácilmente que los neutros o aniónicos 
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(Sugano, 2007). Por su parte, el transporte de una molécula por la vía 
transcelular implica atravesar tanto la membrana apical como la membrana 
basolateral del enterocito y puede darse por difusión simple (transporte de tipo 
inespecífico, exclusivo para moléculas pequeñas y anfipáticas) o con mediación 
de transportadores de membrana (transporte de tipo específico). Este último tipo 
de transporte puede dividirse en transporte facilitado y transporte activo. Mientras 
que el transporte de tipo facilitado permite el pasaje de solutos a favor de su 
gradiente electroquímico y sin gasto de energía, el transporte activo permite el 
pasaje de solutos en contra de su gradiente electroquímico con gasto de energía, 
siendo ésta proveniente de la hidrólisis del ATP (transporte activo primario) o de 
la disipación de un gradiente previamente generado por bombas iónicas 
(transporte activo secundario). Ambos tipos de transporte transepitelial están 
ilustrados en la Figura 1.2. 
Como mencionamos, la extensa superficie del intestino ofrece una ventaja desde 
el punto de vista de la capacidad absortiva. Sin embargo, esta singularidad trae 
aparejada un elevado riesgo de absorber compuestos potencialmente nocivos 
presentes en la dieta. En este contexto trasciende el rol clave del epitelio 
intestinal como barrera bioquímica, limitando el ingreso de xenobióticos a la 
circulación sistémica no sólo a través de las peculiaridades anatómicas 
descriptas en el párrafo anterior, sino también por acción de un eficiente sistema 
intracelular de eliminación que le permite metabolizar y excretar compuestos de 
vuelta a la luz intestinal. 
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1.1.3. Eliminación intestinal: metabolismo + transporte 
En términos generales, la eliminación intestinal de xenobióticos y endobióticos 
tiene lugar en tres fases, casi siempre secuenciales: las fases I y II consisten en 
la biotransformación enzimática del compuesto parental, mientras que la fase III 
consiste en el transporte de los metabolitos hacia la luz intestinal por parte de 
bombas de eflujo. 
Las reacciones de fase I son reacciones de oxidación, reducción e hidrólisis que 
crean o liberan nuevos grupos funcionales en el sustrato con el objetivo de 
aumentar la polaridad de la molécula. Los citocromos P-450 (CYP) son 
monooxigenasas presentes en el retículo endoplasmático que catalizan la gran 
mayoría de las reacciones de fase I, con las subfamilias CYP3A y CYP2C 
representando el 80% y el 18% de los CYP de la mucosa intestinal, 
respectivamente (Thelen y Dressman, 2009). 
Las reacciones de fase II son reacciones de conjugación en las cuales el 
metabolito procedente de la fase I se acopla a un sustrato endógeno formando 
productos con menor reactividad química, más grandes e hidrofílicos. Las 
enzimas de fase II más relevantes en el intestino son las UDP-
glucuroniltransferasas (UGT), glutation-S-transferasas (GST), sulfotransferasas 
y aciltransferasas (Shin y col., 2009). Si bien lo más frecuente es que exista un 
acoplamiento entre reacciones de fase I y fase II, también es posible que los 
compuestos sufran una única reacción de biotransformación. 
La fase III hace referencia a la exportación de los compuestos provenientes de 
las fases I y II (aunque también pueden entrar a fase III compuestos sin 
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metabolizar) hacia la luz intestinal. Esta exportación es llevada a cabo por 
bombas de eflujo pertenecientes a la superfamilia de transportadores ABC (del 
inglés ATP-Binding Cassette) (Döring y Petzinger, 2014). Los transportadores 
que cumplen con esta función en la membrana apical del enterocito son la 
proteína asociada a resistencia a multidrogas 2 (MRP2, del inglés Multidrug 
Resistance-associated Protein 2), la glicoproteína P (P-gp, del inglés P-
glycoprotein) y la proteína de resistencia de cáncer de mama (BCRP, del inglés 
Breast Cancer Resistance Protein) (Tucker y col., 2012). En conjunto, estos 
transportadores pueden expulsar de la célula una amplia variedad de 
xenobióticos, cumpliendo un rol clave en la biodisponibilidad de aquellos que 
ingresan por vía oral como fármacos y compuestos tóxicos de la dieta (Estudante 
y col., 2013). Asimismo, pueden desempeñar un papel importante en la 
depuración sistémica tanto de xenobióticos como de productos del metabolismo 
endógeno que son captados por el enterocito a través de la membrana 
basolateral (ver Figura 1.2). 
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Figura 1.2. Permeabilidad intestinal y barrera bioquímica. Los xenobióticos (esferas amarillas) 
incorporados luminalmente ingresan al enterocito por difusión simple o a través de procesos 
mediados por transportadores y luego atraviesan la membrana basolateral para incorporarse a 
la circulación sistémica (vía transcelular). Dependiendo de su tamaño e hidrofobicidad, los 
xenobióticos pueden alcanzar la circulación sistémica a través de la vía paracelular. Los 
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productos generados en el enterocito por acción de enzimas de fase I y fase II, por ejemplo 
derivados conjugados hidrofílicos (esferas azules), son secretados hacia la luz intestinal por 
transportadores ABC, entre los que se destaca MRP2 (fase III). Un amplio rango de compuestos 
anfifílicos pueden ser eventualmente secretados de regreso hacia la luz intestinal sin necesidad 
de ser metabolizados. El dibujo de la balanza ilustra el concepto de la función de barrera: cuanto 
mayor es la tasa de secreción de compuestos hacia la luz intestinal, menores son las 
posibilidades de que los xenobióticos o sus metabolitos sean absorbidos hacia la circulación 
sistémica. Los transportadores ABC también participan en la depuración sistémica de 
xenobióticos disponibles desde el lado seroso del enterocito. En ese caso, la captación a través 
de la membrana basolateral es seguida de la biotransformación por enzimas de fase I y II, 
resultando finalmente en la extrusión a través del transportador de membrana apical. Figura 
adaptada de Tocchetti y col. (2016) 
 
1.1.4. Proteína asociada a resistencia a multidrogas 2 (MRP2) 
1.1.4.1. Características generales y sustratos 
Como ya mencionamos, MRP2 pertenece a la superfamilia de transportadores 
ABC, un conjunto de transportadores activos primarios que bombean sustratos 
fuera de la célula gracias a un cambio conformacional producido por la hidrólisis 
del ATP.  A su vez, es el segundo miembro de la familia ABCC, también conocida 
como MRP (Chen y col., 2016). Estructuralmente, MRP2 cuenta con 17 hélices 
transmembrana agrupadas en 3 dominios transmembrana (MSD1, -2 y -3, del 
inglés Membrane-Spanning Domains), las cuales están conectadas por regiones 
linker (L0 y L1). Además, la molécula contiene dos dominios citosólicos de unión 
a ATP (NBD1 y -2, del inglés Nucleotide-Binding Domain) (Borst y col., 1999) 
(ver Figura 1.3a). 
MRP2 fue inicialmente identificada como un transportador de aniones orgánicos 
localizado en la membrana canalicular del hepatocito (Jansen y col., 1993). 
Conocida en ese entonces por otros nombres como cMOAT (del inglés 
canalicular Multispecific Organic Anion Transporter), MRP2 fue clonada y 
secuenciada por primera vez en 1996 a partir de muestras de hígado de rata 
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(Büchler y col., 1996). Poco tiempo después, se relacionó la ausencia de su 
homólogo humano con el síndrome de Dubin-Johnson (Kartenbeck y col., 1996; 
Paulusma y col., 1997), un desorden de tipo autosómico recesivo reportado 
décadas atrás y caracterizado por un defecto en la excreción de glucurónidos de 
bilirrubina y bromosulfoftaleína conjugada desde el hepatocito hacia la bilis, 
resultando en acumulación plasmática de los mismos (Dubin y Johnson, 1954; 
Abe y Okuda, 1975). Además de su rol en la secreción biliar, MRP2 está 
involucrada en la eliminación de aniones orgánicos principalmente en riñón e 
intestino (Van Aubel y col., 2000; Gotoh y col., 2000), pero también a nivel de la 
placenta (St-Pierre y col., 2000) y la barrera hematoencefálica (Miller, 2015). 
La especificidad de sustratos de MRP2 es amplia, incluyendo principalmente 
moléculas lipofílicas conjugadas con ácido glucurónico, glutation y sulfato. 
Además de conjugados aniónicos, un gran número de aniones anfifílicos no 
conjugados también son transportados por MRP2 (König y col., 1999). Como se 
puede ver en la Tabla 1.1, entre estos compuestos se incluyen numerosas 
drogas de uso terapéutico, metales pesados y toxinas. Varios compuestos 
endógenos como glutation reducido y oxidado, conjugados de leucotrienos, 
prostaglandinas, hepoxilinas, sales biliares y bilirrubina también forman parte de 
esta lista (de Waart y col., 2006; Chen y col., 2016; Stevens y col., 2018). 
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Tabla 1.1. Sustratos de MRP2 
Categoría Ejemplos 
Antibióticos Ampicilina, azitromicina, ceftriaxona, grepafloxacina, rifampicina 
Anticancerígenos Ciclofosfamida, cisplatino, clorambucilo, colchicina, doxorrubicina, epirrubicina, 
etopósido, irinotecan y su metabolito SN-38, metotrexato y su metabolito 7-
hidroximetotrexato, vinblastina 
Antihipertensivos Olmesartán, temocaprilato, valsartán 
Antirretrovirales Adevovir, cidofovir, darunavir, indinavir, lopinavir, nelfinavir, ritonavir, saquinavir 
Compuestos 
naturales 
Aluminio y otros metales pesados, conjugados de resveratrol, epicatequina, 
extracto de Rhei Rhizoma, fenoles, folato reducido, genisteína y otros 
fitoestrógenos, glucurónido de naringenina y otros flavonoides, ocratoxina A, 
porfirinas 
Otros 
xenobióticos 
2,4-dinitrofenil-S-glutation (DNP-SG), 2-amino-1-metil-6-fenilimidazol[4,5-
b]piridina (PhIP), bromosulfoftaleína, etinilestradiol-3-O-glucurónido, ezetimiba, 
fexofenadina, fosinopril, sulfasalazina 
Compuestos 
endógenos 
Estradiol-17β-D-glucurónido (E217G), estrona-3-sulfato, epoxilinas, glucurónidos 
de bilirrubina, glutation, leucotrienos conjugados con glutation, prostaglandinas, 
sales biliares conjugadas 
La información contenida en esta tabla se extrajo de Estudante y col. (2013) y de Chen y col. 
(2016). 
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Figura 1.3. Topología y localización de MRP2. a. Dibujo que ilustra los tres dominios 
transmembrana (MSD1, MSD2 y MSD3), las regiones linker (L0 y L1) que los conectan y los 
dominios de unión a ATP (NBD1 y NBD2). b. Imagen de yeyuno de rata obtenida por microscopía 
confocal con marcación de MRP2 en rojo, la proteína de uniones estrechas ZO-1 en verde y los 
núcleos en azul. MRP2 se detecta preferencialmente en la superficie de la vellosidad (flecha 
blanca), consistente con su localización en la membrana apical del enterocito. 
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1.1.4.2. MRP2 intestinal. Localización y función 
En lo que respecta a su localización a nivel intestinal, MRP2 se localiza en la 
membrana apical (conocida como BBM) del enterocito maduro, presentando 
máxima expresión en las células de la punta de la vellosidad con un patrón 
decreciente hacia las células de la cripta (ver Figura 1.3b). La expresión a lo largo 
del tracto intestinal también fue estudiada, observándose máximo contenido de 
MRP2 en yeyuno proximal, el cual decrece hacia el íleon (Mottino y col., 2000). 
Si bien estos estudios han sido realizados en rata, posteriormente se demostró 
que la distribución en humanos sigue un patrón similar (Nakamura y col., 2002; 
Cao y col., 2006). Las enzimas de fase I y II se distribuyen en forma similar a 
MRP2, evidenciando una acción coordinada entre las tres fases para eliminar 
compuestos hacia la luz intestinal (Pinkus y col., 1977; Drozdzik y col., 2018).  
La relevancia de MRP2 en la restricción de la absorción de xenobióticos 
desde la luz intestinal hacia la circulación sistémica fue demostrada mediante el 
uso de ratas TR-, congénitamente deficientes en este transportador, las cuales 
mostraron mayor absorción y acumulación tisular del carcinógeno dietario 2-
amino-1-metil-6-fenilimidazol[4,5-b]piridina (PhIP) que ratas Wistar normales 
(Dietrich y col., 2001). De forma similar, en estudios utlizando células intestinales 
Caco-2, el uso de inhibidores de MRP2 fue capaz de aumentar la absorción de 
otro compuesto de relevancia toxicológica como la micotoxina ocratoxina A 
(Berger y col., 2003; Schrickx y col., 2006). El uso de ratas deficientes en MRP2 
también permitió establecer el rol de MRP2 intestinal en la depuración de 
xenobióticos incorporados en forma sistémica. Luego de la administración 
intravenosa a estos animales de 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB) se observó 
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una disminución en la excreción intestinal de su metabolito conjugado 2,4-
dinitrofenil-S-glutation (DNP-SG) en comparación con ratas normales (Gotoh y 
col., 2000). Esta función de MRP2 fue verificada en nuestro laboratorio utilizando 
ratas con expresión de MRP2 aumentada en respuesta a la hormona 
intestinotrófica GLP-2 (del inglés Glucagon-Like Peptide-2, un protagonista clave 
de este trabajo de tesis que será presentado más adelante en este capítulo). 
Estos animales exhibieron un incremento en la excreción intestinal de DNP-SG 
luego de una dosis intravenosa de CDNB comparado con ratas controles, 
confirmando la capacidad de MRP2 intestinal de eliminar xenobióticos de la 
circulación general (Villanueva y col., 2012). 
1.1.4.3. MRP2 intestinal. Regulación de su actividad 
La actividad de MRP2 intestinal (y por consiguiente las funciones que acabamos 
de describir) puede ser regulada a través de mecanismos que: i) involucran 
cambios en la expresión proteica; ii) no modifican la cantidad total del 
transportador. Dentro de la primera categoría se incluyen la modulación de la 
expresión tanto por mecanismos transcripcionales como por mecanismos 
postranscripcionales. Los mecanismos transcripcionales implican cambios en la 
tasa de síntesis de mRNA debido a cambios en la actividad del promotor de 
MRP2. Por el contrario, los mecanismos postranscripcionales se definen como 
procesos regulatorios que no implican cambios en la tasa de síntesis de mRNA. 
Cualquiera de ellos puede activarse por acción de una amplia variedad de 
xenobióticos así como también por diversos factores fisiológicos y 
fisiopatológicos (para una revisión detallada sobre este tema ver Tocchetti y col., 
2016 y Arana y col., 2016). 
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Los mecanismos que regulan la actividad de MRP2 intestinal sin modificar su 
expresión proteica son menos conocidos. Uno de ellos consiste en la interacción 
directa del agente modulador (por ejemplo, un xenobiótico) con la molécula de 
MRP2. Según algunos autores, esta molécula presenta dos sitios de unión a 
ligando: uno desde donde el sustrato es transportado (sitio S) y otro que modula 
la afinidad del sustrato por el sitio de transporte (sitio M). Un agente modulador 
puede unirse a cualquiera de estos dos sitios para modificar la actividad de 
transporte. En el caso de unión al sitio S, se trata de una inhibición competitiva y 
resulta en una disminución en el transporte del sustrato con menor afinidad 
(Keppler y König, 1997). De esta manera, un agente modulador de alta afinidad 
por el sitio S será inhibidor de un sustrato de baja afinidad. Tal es el caso de la 
indometacina, capaz de inhibir el transporte de colchicina, fluvastatina y 
sulfosalazina (Lindahl y col., 2004; El-Sheikh y col., 2006; Dahan y col., 2009). 
En el caso de la unión al sitio M se trata de un efecto no competitivo, pudiendo 
resultar en aumento o disminución del transporte del sustrato. El ejemplo más 
conocido e interesante es el del probenecid, ya que dependiendo del sustrato 
puede actuar como activador (estradiol-17β-D-glucurónido) o como inhibidor 
(metotrexato, DNP-SG) de MRP2. Finalmente, la interacción podría tener lugar 
a nivel de los dominios de unión a ATP afectando la actividad ATPasa del 
transportador; tal es el caso de compuestos pertenecientes a la gran familia de 
los flavonoides (Di Pietro y col., 2002). Para un abordaje más profundo sobre 
esta regulación alostérica se recomienda recurrir al trabajo de Zelcer y col. 
(2003). 
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Otro mecanismo capaz de afectar la actividad de MRP2 sin cambios en la 
expresión total de la proteína consiste en modificaciones en la localización del 
transportador como consecuencia de un intercambio dinámico entre la 
membrana apical y compartimientos subapicales (ver Figura 2.1 en el próximo 
capítulo). Este proceso rápido y reversible ha sido extensamente estudiado en 
hígado, siendo regulado por diversos factores fisiológicos y fisiopatológicos 
(Roma y col., 2008; Crocenzi y col., 2012). En intestino, por el contrario, ha sido 
escasamente estudiado. La información existente se restringe al trabajo de 
Nakano y col. (2009), quienes utilizando sacos intestinales evertidos 
demostraron que MRP2 puede ser internalizada en respuesta a la activación de 
proteinquinasas C de tipo clásicas, conduciendo a una disminución en su 
actividad de transporte. Este efecto fue asociado a una alteración en el estado 
de fosforilación de ezrina, una proteína responsable del anclaje de MRP2 al 
citoesqueleto de actina. 
1.1.5. Péptido tipo glucagon-2 (GLP-2) 
1.1.5.1. Generalidades 
GLP-2 es un péptido de 33 aminoácidos producido en las células L intestinales 
a partir del clivaje enzimático de su precursor proteico proglucagon. Este 
precursor de 160 aminoácidos es capaz de dar lugar a diferentes péptidos 
biológicamente activos a través de un procesamiento postraduccional tejido-
específico. En intestino, este clivaje es catalizado por la enzima prohormona 
convertasa 1/3 dando lugar a GLP-1, GLP-2, péptido interviniente 2 y glicentina 
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(que a la vez puede convertirse en oxintomodulina y péptido pancreático 
relacionado a la glicentina) (Dubé y Brubaker, 2004).  
Las células L intestinales están localizadas en el epitelio de yeyuno, íleon y colon 
(Eissele y col., 1992) y secretan GLP-2 en respuesta a la ingesta de nutrientes a 
través de mecanismos directos e indirectos. El mecanismo indirecto involucra 
factores endocrinos y activación del nervio vago por parte de los nutrientes a 
nivel del duodeno, resultando en activación de células L dependiente de 
receptores muscarínicos (Anini y Brubaker, 2003). Por su parte, el mecanismo 
directo está mediado por el contacto directo de los nutrientes con las células L 
desde el lado luminal (Xiao y col., 1999; Iakoubov y col., 2011), un efecto 
dependiente de la composición específica de la dieta, con claras diferencias en 
la respuesta a carbohidratos, lípidos y proteínas (Dubé y Brubaker, 2004). En 
conjunto, estas vías contribuyen a la formación de un patrón bifásico de 
secreción de GLP-2 luego de la ingesta. Tras su liberación, GLP-2 está sujeto a 
la rápida acción proteolítica de la ubicua dipeptidilpeptidasa IV, resultando su 
vida media de unos 7 minutos (Hartmann y col., 2000). En el capítulo II 
abordaremos con mayor detalle aspectos de la secreción bifásica, así como 
también describiremos al receptor de GLP-2, su expresión altamente localizada 
y los complejos mecanismos moleculares subyacentes a las acciones que se 
presentan a continuación. 
1.1.5.2. Funciones biológicas 
GLP-2 fue inicialmente descrito por sus acciones intestinotróficas. El tratamiento 
con esta hormona fue capaz de aumentar la proliferación de las células 
epiteliales intestinales e inhibir su apoptosis, conduciendo a un aumento en la 
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profundidad de las criptas y en la altura de las vellosidades y, por ende, a un 
incremento en la superficie de absorción (Drucker y col., 1996; Tsai y col., 1997; 
Litvak y col., 1998). Interesantemente, estos efectos proliferativos resultaron ser 
específicos del epitelio intestinal, con ninguna señal de crecimiento sobre la capa 
muscular u otros órganos (Drucker y col., 1996; Benjamin y col., 2000). En 
paralelo con la hipertrofia e hiperplasia intestinal, el tratamiento con GLP-2 
condujo a una mejora en las funciones de digestión y absorción (Brubaker y col., 
1997; Cheeseman, 1997; Kato y col., 1999), así como también en la función de 
barrera intestinal al reducir la permeabilidad de marcadores de la vía paracelular 
como Na+ y Cr-EDTA (Benjamin y col., 2000). Más recientemente se demostró 
que GLP-2 es capaz de producir un aumento rápido en el flujo sanguíneo 
intestinal (Guan y col., 2006; Stephens y col., 2006), constituyendo otro 
mecanismo favorecedor de la absorción. 
Estas observaciones llevaron a considerar a GLP-2 un protagonista clave en el 
crecimiento intestinal adaptativo que ocurre durante o después de condiciones 
patológicas o iatrogénicas que afectan al órgano. Así, se detectó el rol protector 
y regenerativo de esta hormona en casos de endotoxemia, resección intestinal, 
enteritis inducida por antiinflamatorios no esteroideos, quimioterapia, isquemia 
vascular y síndrome de intestino corto (Jeppesen y col., 2001; Drucker, 2005; 
Arana y col., 2017). El teduglutide, un análogo de GLP-2 resistente a la 
degradación, se utiliza actualmente como tratamiento de esta última patología 
(Jeppesen y col., 2005; Kim y Keam, 2017). Por otra parte, GLP-2 resultó 
esencial en el crecimiento intestinal adaptativo que ocurre en respuesta a la 
realimentación por vía enteral luego de un período de deprivación de nutrientes 
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caracterizado por hipoplasia o atrofia intestinal (Chance y col., 1997; Shin y col., 
2005). 
La participación de GLP-2 en la transformación intestinal asociada a ciertas 
condiciones fisiológicas como el desarrollo o la lactancia también fue demostrada 
(Jacobs y col., 1981; Lovshin y col., 2000). En este último caso, el intestino 
delgado de la rata lactante aumenta en longitud, peso y altura de sus 
vellosidades (Fell y col., 1963; Cripps y Williams, 1975), representando una 
adaptación a la mayor demanda energética. Además, debido a que el incremento 
en la ingesta de alimentos trae aparejada una mayor llegada de compuestos 
potencialmente nocivos a la luz intestinal, se produce un aumento concomitante 
en la actividad de enzimas de fase II (Luquita y col., 1999) y en la expresión y 
actividad de MRP2 (Mottino y col., 2001) orientados a minimizar la absorción de 
tóxicos dietarios. Recientemente hemos probado que la administración 
subcutánea de GLP-2 a ratas hembra durante 5 días produce un aumento en la 
expresión y la actividad de MRP2 intestinal (Villanueva y col., 2010). Este trabajo 
no sólo convierte a GLP-2 en el mediador más probable de la inducción 
observada en ratas lactantes, sino que además constituye la primera evidencia 
a favor del rol regulador de esta hormona sobre la función de MRP2. 
Curiosamente, luego de 2 horas de tratamiento con GLP-2 se observó un 
incremento en los niveles de AMPc en homogenados de mucosa intestinal. 
Considerando que el tratamiento con un inhibidor selectivo de adenilato ciclasa 
previno no sólo dicho aumento sino también la inducción de MRP2 generada por 
GLP-2, se sugirió al AMPc como mediador de la regulación transcripcional del 
transportador. 
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1.2. Hipótesis 
La hipótesis del presente trabajo de tesis está sustentada en tres evidencias 
experimentales: i) luego de la ingesta de ciertos nutrientes (como ácido oleico o 
glucosa) y por acción directa de los mismos sobre las células L intestinales se 
produce, tanto en humanos como en otros animales, una liberación de GLP-2 
(Dubé y Brubaker, 2004); ii) GLP-2 es capaz de producir un aumento rápido en 
los niveles intracelulares de cAMP, evaluado en células intestinales de rata 
(Villanueva y col., 2010); iii) aumentos en los niveles intracelulares de cAMP han 
sido asociados a la inserción exocítica de MRP2 hacia la membrana apical en 
diferentes modelos hepáticos de rata (Roelofsen y col., 1998; Mottino y col., 
2002; Mottino y col., 2005). Teniendo en cuenta todo lo anterior, hipotetizamos 
que los nutrientes presentes en la dieta son capaces de, una vez presentes en 
la luz intestinal, estimular la liberación de GLP-2. Esta hormona es capaz de 
producir (presumiblemente de forma indirecta) un aumento en los niveles 
intracelulares de cAMP en el enterocito. Finalmente, cAMP aumenta la inserción 
exocítica de MRP2, incrementando la densidad de este transportador en la 
membrana apical y así su actividad de transporte. De verificarse la presente 
hipótesis, este mecanismo fisiológico, el cual consideramos totalmente 
novedoso, constituiría un fenómeno de regulación rápida de la barrera 
transcelular asociada a MRP2 que permitiría protegernos contra la absorción de 
compuestos tóxicos presentes en la dieta durante períodos de ingesta. Por otra 
parte, la internalización del transportador durante períodos de ayuno permitiría 
ahorrar energía y sustratos valiosos para la célula como glutation y compuestos 
proinflamatorios. 
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CAPÍTULO 2 – La actividad de MRP2 en intestino de rata 
puede regularse de forma aguda a través de cambios de 
localización entre dominios apicales y dominios 
intracelulares. 
2.1.  Objetivo 
El primer objetivo del presente trabajo de tesis fue evaluar si la localización y la 
actividad de MRP2 son regulables de forma rápida en intestino de rata. Para ello 
utilizamos dos agentes reconocidos por sus efectos agudos y contrapuestos en 
hígado: estradiol-17β-D-glucurónido (E217G) como agente proendocítico y 
dibutiril-cAMP (dbcAMP, del inglés dibutyryl cyclic Adenosine MonoPhosphate) 
como agente proinsertor. Adicionalmente, evaluamos la participación de la 
proteinquinasa C de tipo clásica (cPKC, del inglés classic Protein Kinase C) y de 
la proteinquinasa dependiente de cAMP (PKA, del inglés cAMP-dependent 
Protein Kinase) en los efectos de E217G y dbcAMP, respectivamente. 
2.2.  Introducción 
Si bien existen escasos antecedentes en intestino, se sabe que MRP2 puede 
regularse en hígado a través de un mecanismo fisiológico que implica cambios 
reversibles y transitorios en su localización subcelular. Estos procesos de 
internalización e inserción mediados por vesículas e ilustrados en la Figura 2.1 
permiten modular rápidamente la densidad de la proteína en la membrana apical 
y, en última instancia, la capacidad total de esa célula para transportar 
activamente sustratos de MRP2 (Crocenzi y col., 2012). 
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Figura 2.1. Regulación de la actividad de MRP2 a través de cambios en su localización. La 
densidad de transportador en la membrana apical (y por ende la capacidad para transportar 
activamente solutos fuera de la célula) está regulada por el balance entre los procesos de 
inserción/internalización desde/hacia un compartimiento subapical, el cual sirve como reservorio 
de MRP2 disponible a demanda. Este fenómeno altamente regulado ha sido caracterizado en 
diferentes modelos hepáticos pero al momento no ha sido demostrado en intestino. 
 
Un ejemplo que ilustra la rapidez y reversibilidad de este fenómeno es la 
colestasis experimental producida por el metabolito endógeno del estradiol 
E217G. Una inyección única de este compuesto es capaz de inducir una caída 
rápida y dosis-dependiente del flujo biliar, el cual alcanza un valor mínimo a los 
20 minutos. A partir de ese momento, el flujo biliar comienza a recuperarse 
espontáneamente alcanzando niveles normales a los 120 minutos. La primera 
fase, colestásica, está asociada a internalización endocítica de MRP2, efecto 
demostrado tanto en hígado (Mottino y col., 2002) como en duplas aisladas de 
hepatocitos de rata, modelo en el cual se confirmó la mediación de cPKC 
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(Crocenzi y col., 2008). La segunda fase, de recuperación, está asociada a la 
reinserción del transportador en la membrana apical, proceso mediado por 
cAMP. 
Tanto cAMP como su análogo permeable dbcAMP fueron los primeros agentes 
reportados capaces de estimular la inserción exocítica de MRP2. Este proceso 
fue descripto en duplas de hepatocitos y estuvo acompañado de un aumento en 
la actividad de transporte (Roelofsen y col., 1998). Además, dbcAMP actuó como 
agente preventivo de la endocitosis de MRP2 inducida por E217G (Mottino y col., 
2002), taurolitocolato (Miszczuk y col., 2015) y estrés oxidativo. En este último 
caso, el efecto fue mediado por PKA (Sekine y col., 2008). 
La existencia de este intercambio dinámico de MRP2 entre BBM y 
compartimientos subapicales a nivel intestinal nunca ha sido demostrada. El uso 
de E217G y dbcAMP, de eficacia probada en nuestro laboratorio como 
promotores de internalización e inserción de MRP2 hepática, será crucial para 
dilucidar si este proceso ocurre también en intestino y si, además, la actividad de 
transporte está condicionada por esta regulación. Adicionalmente, evaluaremos 
el rol de cPKC y PKA. Para estos objetivos utilizamos el modelo de sacos 
intestinales de rata, administrando E217G del lado luminal y dbcAMP del lado 
seroso para simular la situación in vivo en la que el E217G es excretado por vía 
biliar a la luz intestinal y en la que el cAMP interviene como mediador de la acción 
de hormonas actuando desde el polo basolateral. 
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2.3. Materiales y métodos 
2.3.1. Reactivos 
E217G, dbcAMP, MK571, Gö6976, H89, CDNB, leupeptina, fluoruro de 
fenilmetilsulfonilo (PMSF), pepstatina A y dimetilsulfóxido (DMSO) se obtuvieron 
de Sigma-Aldrich (Missouri, Estados Unidos). KT5720 se adquirió en Santa Cruz 
Biotechnology (Dallas, Estados Unidos). DNP-SG fue sintetizado utilizando 1-
fluoro-2,4-dinitrobenceno y glutation según Sokolovsky y col. (1964). Los 
restantes reactivos fueron del máximo grado analítico disponible 
comercialmente. 
2.3.2. Animales y recolección de muestras 
Se utilizaron ratas Wistar macho adultas (310-330 g) provistas por el Centro de 
Medicina Comparada (UNL-CONICET, Esperanza, Argentina), las cuales fueron 
mantenidas con dieta estándar y agua corriente ad libitum en una habitación con 
temperatura y humedad controladas y un ciclo 12-12 horas de luz-oscuridad. Las 
ratas fueron previamente ayunadas durante 12 horas y, al momento de los 
experimentos, anestesiadas con una mezcla de ketamina y xilazina (ketamina: 
100 mg/kg peso corporal; xilazina: 15 mg/kg peso corporal; vía intraperitoneal) y 
exanguinadas por punción cardíaca. El yeyuno proximal (alrededor de 32 cm de 
longitud) fue removido, lavado interna y externamente con solución fisiológica 
helada y dividido en 8 segmentos (aproximadamente de 4 cm cada uno). Para la 
determinación de localización de MRP2 por fraccionamiento de membranas 
seguido de western blot (sección 2.3.5) se utilizaron sacos no evertidos, mientras 
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que para los experimentos de actividad se utilizaron sacos evertidos (sección 
2.3.3). 
Todos los procedimientos que involucraron animales se realizaron siguiendo 
tanto la Guía para el Uso y Cuidado de los Animales de Laboratorio de los 
Institutos Nacionales de la Salud de los Estados Unidos (National Research 
Council [Estados Unidos], 2011) como el Reglamento sobre uso y manejo de 
animales de laboratorio aprobado por el Consejo Directivo de la Facultad de 
Ciencias Bioquímicas y Farmacéuticas de la Universidad Nacional de Rosario 
(Resol. C.D. Nº 267/02). A su vez, los protocolos experimentales han sido 
aprobados por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de 
Laboratorio (CICUAL) de la mencionada institución. 
2.3.3. Estudios de actividad de MRP2 
La evaluación de la actividad de MRP2 en sacos intestinales evertidos fue 
realizada según lo descrito por Mottino y col. (2001) con modificaciones menores. 
El modelo de sacos intestinales evertidos fue elegido debido a que permite tomar 
muestras del compartimiento mucoso a diferentes tiempos de incubación (Figura 
2.2).  
Para estudiar el efecto de dbcAMP sobre la actividad de transporte de MRP2, los 
sacos intestinales evertidos fueron llenados (compartimiento seroso) con KHB 
conteniendo dbcAMP 100 µM e inmersos en el compartimiento mucoso, 
consistente en 7 mL de KHB. Luego de 30 minutos de incubación a 37 °C, se 
agregó CDNB (precursor del sustrato de MRP2 DNP-SG) al compartimiento 
mucoso a una concentración de 100 µM y se incubó durante otros 15 minutos. 
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De este mismo compartimiento se tomaron alícuotas a 0, 5, 10 y 15 minutos. A 
continuación, los sacos intestinales fueron secados y pesados. Además, se 
realizaron experimentos idénticos pero con el agregado de MK571 20 µM 
(inhibidor de MRP) junto a CDNB (Lindenmaier y col., 2005). 
Para estudiar el efecto de E217G sobre la actividad de transporte de MRP2, los 
sacos intestinales evertidos fueron llenados (compartimiento seroso) con KHB e 
inmersos en el compartimiento mucoso, consistente en 7 mL de KHB 
conteniendo E217G 400 µM. Luego de 30 minutos de incubación a 37 °C, se 
agregó CDNB al compartimiento mucoso a una concentración de 100 µM y se 
incubó durante otros 15 minutos. De este mismo compartimiento se tomaron 
alícuotas a 0, 5, 10 y 15 minutos. Los experimentos se repitieron pero con el 
agregado de MK571 20 µM al compartimiento mucoso al mismo momento de la 
incorporación del CDNB (ver Figura 2.2). 
 
- 34 - 
 
 
Figura 2.2. Estudios de actividad de MRP2 utilizando sacos intestinales evertidos. Luego de los 
tratamientos agudos con dbcAMP o E217G, los sacos se incubaron en viales de vidrio 
conteniendo 7 mL de CDNB 100 µM en KHB (compartimiento mucoso), en presencia o ausencia 
del inhibidor de MRPs MK571. El sustrato de MRP2 DNP-SG se cuantificó en muestras de este 
mismo compartimiento tomadas cada 5 minutos. 
 
Todas las alícuotas recolectadas fueron desproteinizadas y sometidas a 
cuantificación de DNP-SG y su derivado dinitrofenil-cisteinil glicina (DNP-CG) por 
HPLC usando un equipo Waters600 (Waters, Milford, Estados Unidos) equipado 
con una columna C18 (Luna 5 µ, Phenomenex, Torrance, Estados Unidos). La 
elución isocrática se realizó utilizando una fase móvil de acetonitrilo y ácido 
ortofosfórico 0,1% V/V (1:3) a un flujo de 1 mL/minuto. La detección se realizó 
espectrofotométricamente a 365 nm, mientras que la cuantificación se realizó en 
base al área de los picos (Tocchetti y col., 2018a). DNP-CG es producido por 
acción de la γ-glutamiltransferasa de la BBM sobre DNP-SG luego de que este 
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compuesto alcanza el compartimiento mucoso (Hinchman y col., 1991). Por 
consiguiente, la tasa de excreción de DNP-SG + DNP-CG estima 
adecuadamente la actividad de MRP2. 
2.3.4. Inmunomarcación seguida de microscopía confocal 
Para detectar la localización de MRP2, los segmentos de intestino tratados se 
lavaron cuidadosamente y se congelaron en 1,1,1,2-tetrafluoroetano líquido 
(Electroquímica DELTA SRL, Buenos Aires, Argentina). Inmediatamente 
después fueron cortados en láminas de 5 µm de espesor con un micrótomo 
criostático (HM 500, Microm International GmbH, Walldorf, Alemania), las cuales 
fueron colocadas en portaobjetos. Para la fijación, los portaobjetos se 
sumergieron en metanol durante 10 minutos a -20 °C y luego se dejaron secar a 
temperatura ambiente. Luego de 3 lavados de 5 minutos cada uno con TBS (del 
inglés Tris-Buffered Saline; Tris/HCl 0,1 M pH = 7,60, NaCl 0,15 M) se 
permeabilizó y bloqueó el preparado en un único paso, incubándolo durante 15 
minutos en buffer de permeabilización y bloqueo (albúmina sérica bovina 3% 
P/V, Tritón X-100 0,1% V/V en TBS). A continuación, se agregó una mezcla de 
dos anticuerpos primarios: anti-MRP2: M2III-6 (1:100) de Enzo Life Sciences 
(Farmingdale, Estados Unidos) y anti-ZO-1 policlonal (1:30) de Invitrogen 
(Illinois, Estados Unidos) y se incubó durante toda la noche en cámara húmeda 
a 4 °C. Después de lavar 3 veces durante 5 minutos con Tween 20 0,3% V/V en 
TBS, se incubó durante 1 hora a temperatura ambiente, con agitación constante 
y al abrigo de la luz con una mezcla de dos anticuerpos secundarios: anti-IgG de 
conejo conjugado con Alexa Fluor 488 (1:300) y anti-IgG de ratón conjugado con 
Alexa Fluor 555 (1:300), ambos de ThermoScientific (Illinois, Estados Unidos). 
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Para la marcación de los núcleos, se realizaron 3 lavados de 10 minutos cada 
uno y se incubó con Hoechst 33258 (1:400 en TBS) de Santa Cruz Biotechnology 
(Dallas, Estados Unidos) durante 10 minutos. Finalmente, los preparados se 
lavaron 3 veces y se montaron con ProLong (ThermoScientific, Illinois, Estados 
Unidos). Las imágenes fueron obtenidas con un microscopio invertido Nikon 
TE2000 combinado a un sistema confocal Nikon C1+ usando el programa EZ-
C1 (Nikon Instruments, Melville, Estados Unidos). Se utilizó el objetivo Plan Apo 
60x (apertura numérica 1.4). 
Una vez obtenidas al menos 8 imágenes por grupo, se realizó un estudio 
densitométrico utilizando el programa ImageJ (NIH, Bethesda, Estados Unidos) 
con el objetivo de establecer la distribución de MRP2 con respecto a los núcleos. 
Para ello se separaron los canales correspondientes a la fluorescencia roja de 
MRP2 y a la fluorescencia azul de los núcleos celulares y se evaluó para cada 
uno de ellos la distribución de la intensidad de fluorescencia a lo largo de una 
línea trazada de forma paralela al eje longitudinal del enterocito (ver Figura 2.3). 
Esta evaluación se repitió en 20 líneas diferentes por grupo, obteniendo así 20 
curvas de intensidad de fluorescencia versus posición para cada canal. Las 
áreas totales bajo estas curvas se relativizaron a un 100% y se comparó el valor 
máximo de intensidad de fluorescencia de MRP2 entre los grupos. Los 
resultados se presentan en forma gráfica (Figura 2.5) luego de alinear a una 
misma posición los valores máximos de intensidad de fluorescencia de los 
núcleos, de forma de evidenciar posibles desplazamientos de la posición de 
MRP2 en respuesta a los tratamientos. 
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Figura 2.3. Obtención de datos densitométricos a partir de imágenes obtenidas por microscopía 
confocal utilizando el programa ImageJ. a. La distribución de la intensidad de fluorescencia se 
evaluó a lo largo de una línea de 30 µm de longitud paralela al eje longitudinal del enterocito. b. 
A continuación, se separaron y se graficaron los canales correspondientes a los núcleos (gráfica 
de la izquierda) y a MRP2 (gráfica de la derecha). Este procedimiento se repitió hasta obtener 
20 pares de gráficas para cada grupo experimental. 
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2.3.5. Determinación de la distribución de MRP2 entre fracciones 
enriquecidas en BBM y en membranas intracelulares (MI). 
Los efectos de dbcAMP y E217G fueron evaluados en forma individual y en 
combinación con el inhibidor de PKA KT5720 o el inhibidor de cPKC Gö6976, 
respectivamente. 
Para evaluar el efecto de dbcAMP, segmentos intestinales no evertidos fueron 
llenados (compartimiento mucoso) con buffer Krebs-Henseleit (KHB; glucosa 40 
mM, pH = 7,40) e inmersos en el compartimiento seroso, consistente en 7 mL de 
KHB solo (grupo control) o 7 mL de KHB conteniendo dbcAMP 100 µM (grupo 
dbcAMP), KT5720 1 µM (grupo KT) o dbcAMP 100 µM + KT5720 1 µM (grupo 
dbcAMP + KT). Los sacos intestinales fueron incubados durante 30 minutos a 37 
°C. A los compartimientos mucosos correspondientes a los grupos KT y dbcAMP 
+ KT se agregó además KT5720 1 µM. En todos los casos, el compartimiento 
externo (seroso) fue burbujeado continuamente con 95% O2/5% CO2. Se 
realizaron experimentos preliminares para demostrar la traslocación de MRP2 
utilizando dbcAMP 10 y 100 µM. Debido a que la concentración de 10 µM no 
produjo ningún efecto (datos no mostrados), elegimos la concentración de 100 
µM para todos los experimentos posteriores en sacos intestinales de rata. Esta 
concentración es idéntica a la utilizada en estudios previos demostrando la 
inserción de MRP2 inducida por cAMP en la membrana canalicular de 
hepatocitos de rata (Schonhoff y col., 2010). 
Para evaluar el efecto de E217G, segmentos intestinales no evertidos fueron 
llenados (compartimiento mucoso) con KHB (glucosa 40 mM, pH = 7,40) solo 
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(grupo control) o con KHB conteniendo E217G 400 µM (grupo E217G), Gö6976 
1 µM (grupo Gö) o E217G 400 µM + Gö6976 1 µM (grupo E217G + Gö). Los 
sacos intestinales fueron inmersos en 7 mL de KHB (compartimiento seroso) e 
incubados durante 30 minutos a 37 °C. A los compartimientos serosos 
correspondientes a los grupos Gö y E217G + Gö se agregó también Gö6976 1 
µM. En todos los casos, el compartimiento externo (seroso) fue burbujeado 
continuamente con 95% O2/5% CO2. Se realizaron experimentos preliminares 
para demostrar la traslocación de MRP2 utilizando E217G 100, 200 y 400 µM. La 
concentración de 100 µM no produjo ningún efecto, mientras que 200 µM produjo 
efectos leves que no fueron estadísticamente significativos (datos no 
mostrados). En consecuencia, elegimos la concentración de 400 µM para todos 
los experimentos posteriores en sacos intestinales de rata. 
Al final de las incubaciones, los sacos intestinales fueron lavados con solución 
fisiológica helada y abiertos longitudinalmente. Luego de remover 
cuidadosamente la capa de mucus con papel de filtro, se obtuvo la mucosa por 
raspado con portaobjetos de vidrio. A partir de las muestras de mucosa se 
obtuvieron homogenados totales utilizando un buffer manitol 50 mM, Tris 2 mM, 
pH = 7,10 suplementado con inhibidores de proteasas (leupeptina 25 mg/mL, 
PMSF 40 mg/mL y pepstatina A 0,5 mg/mL) en una relación 2 mL buffer por cada 
100 mg de mucosa, tal como se describió previamente (Mottino y col., 2000). Las 
fracciones BBM se obtuvieron a partir de los homogenados totales usando un 
método de precipitación con Ca2+ (Kessler y col., 1978) con algunas 
modificaciones (Mottino y col., 2000). Brevemente, los homogenados totales 
fueron incubados con CaCl2 durante 15 minutos y luego sometidos a 
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centrifugación diferencial (15 minutos a 3000 g, 4 °C y 40 minutos a 27000 g, 4 
°C). Para obtener la fracción MI, el último sobrenadante fue centrifugado a 
100000 g durante 60 minutos, 4 °C tal como hicieron Kubitz y col. (2005) para 
preparar MI a partir de tejido hepático. El sedimento (MI) fue resuspendido en 
volúmenes apropiados de buffer manitol 300 mM, HEPES 10 mM, Tris 10 mM, 
pH = 7,50 suplementado con inhibidores de proteasas. Las preparaciones fueron 
sometidas a determinación de concentración de proteínas (Bradford, 1976) y 
usadas inmediatamente para estudios de western blot. 
2.3.6. Estudios de western blot 
Una vez preparadas, las fracciones BBM y MI fueron usadas inmediatamente en 
estudios de western blot. En primer lugar se realizó la separación electroforética 
de proteínas en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-
PAGE, del inglés Sodium Dodecyl Sulfate-PolyAcrylamide Gel Electrophoresis) 
según Laemmli (1970). Las composiciones de los geles se detallan en la Tabla 
2.1. 
Tabla 2.1: Composición de los geles de separación y de concentración utilizados 
en SDS-PAGE. 
 Gel separación 8% Gel de concentración 
Tris/HCl 1,5M, pH = 8,80 1,05 mL - 
Tris/HCl 0,5M, pH = 6,80 - 0,5 mL 
SDS 10% 42 µL 40 µL 
Acrilamida/Bis 30% 1,1 mL 0,4 mL 
Agua 1,9 mL 2,45 mL 
TEMED 2,1 µL 3 µL 
Persulfato de amonio 10% 63 µL 60 µL 
 
Las muestras a sembrar se prepararon en un buffer de siembra conteniendo 
Tris/HCl 1 M pH = 6,80, SDS 10% P/V, azul de bromofenol 0,005% P/V, glicerol 
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10% P/V y ditiotreitol 10% V/V. Los volúmenes de muestra sembrados 
correspondieron a 10 µg de proteínas totales. 
Los geles se corrieron en buffer Laemmli (Tris 25 mM, glicina 0,2 M, SDS 0,1% 
P/V) en un equipo Mini-PROTEAN 3 Cell (Bio-Rad, California, Estados Unidos) 
en condiciones de voltaje constante: 110 V durante los primeros 15 minutos y 
150 V hasta completar la corrida. Inmediatamente después, se realizó la 
transferencia de las proteínas desde el gel a membranas de fluoruro de 
polivinilideno (Amersham Biosciences, California, Estados Unidos) en buffer de 
transferencia (Tris 20 mM, glicina 150 mM, SDS 0,03% P/V, metanol 20% V/V) 
durante 70 minutos a 4ºC e intensidad de corriente constante: 0,36 A. Para tal 
fin se utilizó un equipo MiniTrans-Blot Cell (Bio-Rad, California, Estados Unidos). 
Una vez finalizada la transferencia, las membranas se bloquearon durante 1 hora 
en buffer de bloqueo (albúmina sérica bovina 3% P/V, Tween 20 0,3% V/V en 
buffer fosfato salino [PBS, del inglés Phosphate Buffered Saline]) y se incubaron 
con el anticuerpo primario durante toda la noche a 4 °C. A continuación, se 
realizaron 6 lavados de 5 minutos cada uno con buffer de lavado (Tween 20 0,3% 
V/V en PBS) y se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente con el 
correspondiente anticuerpo secundario. Luego de 6 lavados de 5 minutos cada 
uno, las bandas inmunorreactivas fueron detectadas utilizando un kit de 
quimioluminiscencia (Pierce ECL Western Blotting Substrate, ThermoScientific, 
Illinois, Estados Unidos) según las instrucciones del fabricante y cuantificadas 
utilizando el programa ImageJ (NIH, Bethesda, Estados Unidos). La proteína β-
actina fue utilizada como control de carga. La uniformidad de carga y 
transferencia también fue chequeada a través de tinción con Ponceau S. Los 
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anticuerpos primarios utilizados en esta parte del trabajo fueron los siguientes: 
anti-MRP2: M2III-6 (1:1000) de Enzo Life Sciences (Farmingdale, Estados 
Unidos); anti-villina: H-60 (1:1000) de Santa Cruz Biotechnology (Dallas, Estados 
Unidos) y anti-β-actina: AC-74 (1:5000) de Sigma-Aldrich (Missouri, Estados 
Unidos). Los anticuerpos secundarios fueron: anti-IgG de conejo conjugado con 
peroxidasa de rabanito (1:5000) y anti-IgG de ratón conjugado con peroxidasa 
de rabanito (1:5000), ambos de ThermoScientific (Illinois, Estados Unidos). 
2.3.7. Análisis estadístico 
Todos los resultados se expresaron como promedio ± desviación estándar. Las 
comparaciones estadísticas fueron realizadas a través del test t de Student (dos 
grupos experimentales) o a través de ANOVA seguido de Tukey (más de dos 
grupos experimentales). La significación estadística se estableció en p < 0,05. 
2.4. Resultados 
2.4.1. Modulación de la actividad de MRP2 en sacos intestinales 
de rata 
En primer lugar, evaluamos el efecto de E217G y dbcAMP sobre la actividad de 
MRP2 cuantificando el eflujo del sustrato modelo DNP-SG. La Figura 2.4a 
muestra que el tratamiento con dbcAMP (100 µM, 30 minutos) condujo a un 
aumento en la acumulación de DNP-SG en el compartimiento mucoso, el cual 
alcanzó significancia estadística a los 10 y a los 15 minutos. El aumento fue de 
un 33% sobre el grupo control cuando se expresa como cantidad de DNP-SG 
acumulada luego de 15 minutos de incubación (Figura 2.4b). Por el contrario, el 
tratamiento agudo con E217G (400 µM, 30 minutos) disminuyó significativamente 
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la acumulación de DNP-SG en el compartimiento mucoso a todos los tiempos 
evaluados (Figura 2.4a). Esto puede visualizarse claramente luego de analizar 
la cantidad de DNP-SG acumulada luego de 15 minutos (Figura 2.4b), la cual 
disminuyó un 38% con respecto al grupo control. La actividad de transporte 
también fue evaluada en estos mismos grupos en presencia del inhibidor de 
MRPs MK571. El descenso significativo en la actividad de transporte detectado 
en todos los grupos con MK571 en comparación con la actividad de transporte 
en ausencia del inhibidor confirma que una proteína MRP está involucrada en la 
secreción de DNP-SG en condiciones normales y de tratamiento (Figura 2.4b). 
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Figura 2.4. Modulación de la actividad de MRP2 por E217G y dbcAMP en sacos intestinales 
aislados de rata. Se muestran tanto el eflujo de DNP-SG hacia el compartimiento mucoso en 
función del tiempo (a) como su acumulación en el mismo compartimiento luego de 15 minutos 
de incubación (b). El efecto del inhbidor de MRPs MK571 se muestra en b. Los datos están 
expresados como promedio ± desviación estándar (n = 4). *Diferente del grupo control, p < 0,05. 
#Diferente de todos los grupos restantes, p< 0,05. 
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2.4.2. Detección de cambios en la localización de MRP2 por 
microscopía confocal cuantitativa 
A continuación, evaluamos la posibilidad de que los cambios en la actividad 
recientemente descritos estén acompañados de cambios en la localización 
subcelular de MRP2 entre BBM y membranas intracelulares. Para este objetivo 
se utilizó la técnica de inmunomarcación seguida de microscopía confocal 
cuantitativa en cortes de intestino. En la Figura 2.5 (primera fila) se muestran 
imágenes con detección fluorescente de MRP2 en rojo, ZO-1 en verde y núcleos 
en azul para los grupos control, E217G y dbcAMP. Para mayor claridad, se 
incluyen además imágenes en escala de grises correspondientes 
exclusivamente al canal de MRP2 (segunda fila). El análisis densitométrico se 
presenta en forma de gráficas de intensidad de fluorescencia versus distancia 
(tercera fila). En los cortes correspondientes al grupo control, podemos observar 
que MRP2 se localiza tanto en la superficie apical de las células como en 
regiones intracelulares cercanas a ella. Luego de 30 minutos de tratamiento con 
E217G (400 µM) se detectó una mayor presencia de MRP2 en regiones 
intracelulares a expensas de la existente en BBM, consistente con un proceso 
de internalización. En concordancia con este hallazgo de tipo cualitativo, se 
observó una disminución significativa en la altura del pico de la curva de 
intensidad de fluorescencia de MRP2 con respecto al grupo control (-28,9%, p < 
0,05) con simultáneo ensanchamiento de la misma, sugiriendo una mayor 
dispersión del transportador a lo largo del eje longitudinal del enterocito. Por su 
parte, el tratamiento con dbcAMP (100 µM, 30 minutos) produjo una 
concentración de la señal de MRP2 en la superficie apical del epitelio con 
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simultánea disminución en espacios intracelulares. El análisis cuantitativo arrojó 
un aumento significativo en la altura del pico de MRP2 respecto al grupo control 
(+81,9%, p < 0,05). En conjunto, estos datos sugieren un aumento en la inserción 
de MRP2 desde membranas intracelulares hacia BBM. 
 
Figura 2.5. Localización de MRP2 en respuesta a E217G y dbcAMP. MRP2 fue marcada con 
fluorescencia roja y la proteína de uniones estrechas ZO-1 con fluorescencia verde. Los núcleos 
se tiñeron de azul con Hoechst 33258 (imágenes de la fila superior). Para mayor claridad, se 
incluyen imágenes en escala de grises mostrando únicamente el canal correspondiente a MRP2. 
La distribución de la intensidad de fluorescencia a lo largo de una barra de 30 µm fue evaluada 
para los canales rojo y azul (n = 20 por grupo). Para detectar cambios en la distribución de la 
curva correspondiente al canal rojo (MRP2), todas las áreas bajo la curva se igualaron a un 
mismo valor arbitrario y las curvas resultantes se alinearon usando el canal azul (núcleos) como 
referencia. Adicionalmente, la altura del pico correspondiente a MRP2 se calculó, se expresó 
como promedio ± desviación estándar y se comparó entre grupos. *p < 0,05 vs. grupo control. La 
barra blanca de escala representa 10 µm. 
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2.4.3. Detección de cambios en localización de MRP2 por 
fraccionamiento de membranas seguido de western blot 
A continuación, decidimos validar a través de otro método los resultados 
obtenidos por microscopía confocal en relación a la capacidad de E217G y 
dbcAMP para modificar la localización de MRP2. Partiendo de sacos intestinales 
tratados en forma aguda con estos agentes, obtuvimos fracciones enriquecidas 
en BBM y en MI, las cuales fueron sometidas a estudios de western blot para 
detección de MRP2. Sin embargo, como paso inicial decidimos caracterizar la 
distribución de MRP2 entre BBM y MI en condiciones normales. La Figura 2.6a 
muestra que MRP2 sigue un patrón de distribución similar al de villina, una 
proteína integral de la BBM de enterocitos maduros. Por el contrario, está 
presente en una cantidad mucho menor en la fracción MI, cuya naturaleza 
intracelular fue confirmada por el enriquecimiento en CYP3A4. Los datos 
sugieren fuertemente que MRP2 se recupera preferencialmente en la fracción de 
membrana apical, mientras que una fracción menor del transportador se 
encuentra en compartimientos intracelulares. Estos resultados concuerdan tanto 
con un estudio inmunohistoquímico previo que muestra una importante señal 
correspondiente a MRP2 en la superficie de las vellosidades de duodeno y 
yeyuno de rata (Mottino y col., 2000) como con otros estudios más detallados 
por microscopía confocal que demuestran localización de MRP2 en la membrana 
apical del enterocito, en cercanías de la proteína de uniones estrechas ZO-1 
(Arias y col., 2009). En conjunto, los datos demuestran que este método de 
fraccionamiento parece ser apropiado para detectar cambios en la localización 
de MRP2. A continuación evaluamos el efecto de dbcAMP en la distribución de 
- 48 - 
 
MRP2 entre BBM y MI. La Figura 2.6b muestra un aumento en el contenido apical 
del transportador con respecto al grupo control y una disminución concomitante 
en la fracción MI, consistente con una traslocación rápida desde un 
compartimiento intracelular a la BBM. Considerando que dbcAMP es un 
activador directo de PKA, decidimos evaluar si esta quinasa está involucrada en 
la inserción de MRP2 usando el inhibidor selectivo KT5720. Como se muestra 
en la misma figura, el efecto de dbcAMP fue completamente suprimido por el 
inhibidor de PKA, confirmando la participación de un mecanismo PKA-
dependiente. La Figura 2.6b también muestra que KT5720 solo no tuvo efecto 
en la distribución de MRP2. 
En tercer y último lugar, evaluamos de la misma manera el efecto de E217G. La 
Figura 2.6c muestra que E217G produjo una disminución en el contenido de 
MRP2 en la fracción BBM con respecto al grupo control y un aumento 
concomitante en la fracción MI, consistente con una internalización endocítica 
del transportador. La endocitosis de MRP2 fue bloqueada por el inhibidor 
selectivo de cPKC Gö6976, confirmando la participación de esta quinasa en el 
efecto de E217G. La misma figura muestra que Gö6976 por sí mismo no afectó 
la localización de MRP2. 
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Figura 2.6. Distribución de MRP2 entre BBM y MI en yeyuno de rata y su modulación por dbcAMP 
y E217G. a. Se muestran bandas representativas correspondientes a MRP2, villina y CYP3A4 
obtenidas de estudios de western blot sobre homogenados totales (H) de mucosa de yeyuno de 
rata y fracciones enriquecidas en BBM y MI. La uniformidad de carga y de transferencia desde 
los geles a las membranas de PVDF fue controlada con Ponceau S. Villina y CYP3A4 fueron 
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utilizados como marcadores de las fracciones BBM y MI, respectivamente. La misma distribución 
de MRP2, villina y CYP3A4 fue confirmada en tres experimentos independientes. b, c. Se 
muestran bandas representativas correspondientes a MRP2 en fracciones BBM y MI luego de 
tratamientos con dbcAMP y E217G junto con el correspondiente análisis densitométrico. La 
participación de PKA (b) y cPKC (c) fue estudiada usando los inhibidores Gö6976 (Gö) y KT5720 
(KT), respectivamente. La uniformidad de carga y transferencia desde los geles a las membranas 
de PVDF fue controlada con Ponceau S y con la detección de β-actina. Los datos son 
presentados como % del grupo control y expresados como promedio ± desviación estándar (n = 
4). *Diferente de los tres grupos restantes, p < 0,05. 
 
2.5. Conclusión 
En esta primera parte del trabajo aportamos evidencia a favor de la existencia 
de una regulación aguda y bidireccional de la localización y la actividad de MRP2 
en sacos intestinales de rata. En primer lugar, describimos la capacidad de 
dbcAMP (100 µM, 30 minutos) de estimular la inserción de MRP2 en la BBM. 
Este efecto estuvo mediado por PKA y acompañado de un aumento en la 
actividad secretora del sustrato modelo DNP-SG. En segundo lugar, reportamos 
que E217G (400 µM, 30 minutos) produce internalización de MRP2 desde la 
membrana apical hacia compartimientos intracelulares. Este efecto fue mediado 
por cPKC y condujo a pérdida en la actividad de transporte. Además, utilizando 
el método de fraccionamiento de membranas seguido de western blot 
demostramos la validez de la detección de cambios en la localización de MRP2 
por microscopía confocal cuantitativa. 
En conjunto, los datos sugieren que la localización de MRP2 en intestino puede 
estar sujeta a un equilibrio dinámico entre membrana plasmática y dominios 
intracelulares, permitiendo así una regulación rápida de la función de MRP2 in 
vivo. Este aspecto es precisamente el que será evaluado en el próximo capítulo. 
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CAPÍTULO 3 – La actividad y localización de MRP2 en 
intestino de rata son regulables in vivo y de forma aguda 
por nutrientes, siendo GLP-2 un mediador involucrado 
en este efecto. 
3.1. Objetivo 
El segundo objetivo del presente trabajo de tesis fue evaluar si determinados 
nutrientes son capaces de regular la localización y la actividad de MRP2 de forma 
rápida, estableciendo la mediación de GLP-2 así como también los posibles 
mecanismos cascada abajo del mismo. Para eso utilizamos un modelo in vivo 
conservando de forma intacta la anatomía y fisiología intestinal. 
3.2. Introducción 
3.2.1. Secreción bifásica de GLP-2 en respuesta a nutrientes 
Habiendo demostrado en el capítulo anterior que MRP2 intestinal es capaz de 
regularse de forma aguda, el siguiente paso en la corroboración de nuestra 
hipótesis de trabajo es evaluar si los nutrientes, una vez alcanzado el intestino, 
son capaces de regular la localización y la actividad de MRP2 a través de la 
liberación de GLP-2. Como mencionamos en el capítulo 1, GLP-2 y GLP-1 son 
cosintetizados y cosecretados en cantidades equimolares por las células 
enteroendocrinas L, presentes en el epitelio intestinal principalmente a nivel de 
yeyuno, íleon y colon (Eissele y col., 1992). El estímulo principal para su 
liberación en condiciones fisiológicas es la presencia de nutrientes en el tracto 
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digestivo. Luego de la ingesta oral se produce un aumento bifásico en los niveles 
circulantes de GLP-2. El primer pico ocurre dentro de los primeros 15-30 
minutos, cuando los nutrientes alcanzan el duodeno y provocan la secreción del 
polipéptido insulinotrópico dependiente de la glucosa (GIP, del inglés Glucose-
dependent Insulinotropic Polypeptide) por parte de las células enteroendocrinas 
K del epitelio intestinal. GIP, por su parte, estimula la vía aferente del nervio vago 
hacia el sistema nervioso central, con la consecuente activación de la vía 
eferente (rama celíaca) hacia el intestino distal (Fu-Cheng y col., 1997; Rocca y 
Brubaker, 1999). A su vez, la acetilcolina liberada por el nervio vago actúa directa 
o indirectamente sobre receptores muscarínicos presentes en las células L, 
produciéndose finalmente la liberación de GLP-2 (Anini y col., 2002; Anini y 
Brubaker, 2003). El segundo pico ocurre aproximadamente 60-90 minutos 
después de la ingesta; a diferencia del primero es un efecto más sostenido en el 
tiempo y producido por acción directa de los nutrientes sobre las células L. 
Interesantemente, este segundo pico de secreción de GLP-2 depende de la 
composición específica de la dieta. Los lípidos son presumiblemente los 
estímulos más potentes para la secreción de GLP-2, tal como fuera demostrado 
tanto en ratas (Rocca y Brubaker, 1999) como en humanos sometidos a dietas 
con diferente composición en macronutrientes (Xiao y col., 1999). Tiempo 
después se demostró que las células L responden selectivamente a los ácidos 
grasos. Así, dietas conteniendo únicamente aceite de oliva (enriquecido en 
ácidos grasos monoinsaturados) aumentaron la secreción de GLP-1 en ratas en 
comparación con dietas conteniendo únicamente aceite de coco (enriquecido en 
ácidos grasos saturados) (Rocca y col., 2001). En ese mismo trabajo, usando el 
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modelo in vitro de células L murinas GLUTag, se demostró que el ácido oleico 
(monoinsaturado) es mejor estimulador que el ácido palmítico (saturado). En 
línea con estos resultados, se demostró en humanos que los ácidos grasos 
monoinsaturados son mejores estimuladores de la secreción de GLP-1 que los 
ácidos grasos saturados e incluso que los ácidos grasos poliinsaturados (Beysen 
y col., 2002). En cuanto a los carbohidratos, se sabe desde hace tiempo que la 
glucosa es un potente secretagogo de GLP-1 y GLP-2 en humanos cuando es 
administrada por vía oral (Elliott y col., 1993; Balks y col., 1997; Xiao y col., 1999). 
A su vez, existen estudios que evaluaron el efecto directo de este monosacárido 
sobre las células L. Por ejemplo, la administración intraluminal de glucosa (3,5 - 
11 mM) estimuló en forma dosis-dependiente la secreción de GLP-1 en íleon 
aislado y perfundido de cerdo (Hansen y col., 2004). Similares experimentos en 
íleon aislado y perfundido de rata mostraron que una concentración 250 mM de 
glucosa fue capaz de aumentar notablemente la secreción de GLP-1 medida en 
circulación portal, mientras que la concentración 5 mM no fue suficiente para 
producir dicho efecto (Dumoulin y col., 1998). Por último, en estudios in vitro 
utilizando células GLUTag, la glucosa (0,5 – 25 mM) produjo un aumento dosis-
dependiente de la secreción de GLP-1 (Reimann y Gribble, 2002). La fructosa, 
por su parte, aumentó significativamente la secreción de GLP-1 aunque este 
efecto resultó ser menos potente que el de la glucosa (Kong y col., 1999). 
Finalmente, carbohidratos complejos como los presentes en el arroz integral o 
en la cebada no parecen ser estimulantes de la secreción de esta hormona 
(Elliott y col., 1993). Las proteínas y las peptonas, por su parte, no aumentan 
los niveles de GLP-1 y/o GLP-2 en humanos, según estudios in vivo (Elliott y col., 
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1993; Layer y col., 1995; Xiao y col., 1999). Sin embargo, estudios in vitro usando 
células GLUTag demostraron que la glutamina (10 mM) es un potente 
estimulante de la secreción de GLP-1, superando a la propia glucosa cuando 
fueron evaluados a la misma concentración (Reimann y col., 2004). Por último, 
las sales biliares secretadas a la luz intestinal tras la ingesta podrían representar 
un estímulo para la liberación de GLP-2, tal como lo sugiere un estudio en 
humanos utilizando estímulos intraluminales con desoxicolato 10 mM (Adrian y 
col., 1993). Teniendo en cuenta toda esta información, decidimos incluir en 
nuestro diseño experimental a un representante de cada una de las categorías 
mencionadas y evaluar su capacidad de modular la actividad de MRP2 intestinal 
en un modelo in vivo. 
3.2.2. Receptor de GLP-2 (GLP-2R) 
El receptor de GLP-2 (GLP-2R) es un receptor acoplado a proteína G 
perteneciente a la clase B o familia de la secretina. Presenta gran homología de 
secuencia con otros receptores de la misma familia que transducen sus señales 
a través de adenilato ciclasa (Mayo y col., 2003), pero a su vez es altamente 
selectivo para GLP-2 y reacciona muy débilmente con otros ligandos 
estructuralmente relacionados como GLP-1, glucagon y GIP (DaCambra y col., 
2000). Debido a que sólo unas pocas líneas celulares expresan GLP-2R y en 
todas ellas el receptor muestra actividad limitada, la mayoría de los estudios 
orientados a evaluar los mecanismos de señalización utilizaron líneas celulares 
transfectadas con este receptor. Sin embargo, debido a las notables diferencias 
entre las respuestas del GLP-2R transfectado y el endógeno (se detallan en 
Dubé y Brubaker, 2007), resulta difícil establecer cuál de los mecanismos 
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evaluados in vitro podrían ser relevantes en células expresando endógenamente 
el receptor. Un evento que parece ser común es la producción y acumulación 
intracelular de cAMP, tanto en un amplio rango de células transfectadas (Munroe 
y col., 1999; Yusta y col., 2000) como en células con GLP-2R endógeno (Walsh 
y col., 2003; Lovshin y col., 2004), sugiriendo el acoplamiento del receptor con 
proteína G de tipo estimuladora. Los mecanismos cascada abajo del cAMP son 
variados e incluyen mecanismos dependientes e independientes de PKA 
(Drucker y Yusta, 2014). 
La expresión de GLP-2R está restringida al tracto gastrointestinal y el sistema 
nervioso central. Sin embargo, la localización exacta a nivel celular en lo que 
respecta al intestino ha sido fuente de controversia, en parte debido al uso de 
antisueros no específicos. Hoy, gracias al aporte de diferentes técnicas como 
RT-PCR, western blot, inmunohistoquímica, hidridación in situ y microdisección 
por captura láser, se sabe que GLP-2R está expresado en neuronas entéricas, 
miofibroblastos subepiteliales y células enteroendocrinas (Dubé y Brubaker, 
2007). Interesantemente, se descartó la presencia de este receptor tanto en 
células epiteliales de la cripta como en el enterocito diferenciado, precisamente 
las dianas principales de la acción proliferativa y citoprotectora de GLP-2. Estos 
hallazgos sugieren que las múltiples acciones de GLP-2 a nivel intestinal que 
describimos en el capítulo 1 son ejercidas de forma indirecta, a través de 
mediadores paracrinos producidos por las células que expresan GLP-2R. 
3.2.3. IGF-1 y adenosina como mediadores de la acción de GLP-2 
La mayoría de los efectos reportados de GLP-2 tienen que ver con procesos a 
largo plazo, involucrando cambios en la expresión génica conducentes a 
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aumento de proliferación, disminución de apoptosis, hipertrofia e hiperplasia 
intestinal. Dentro de este extenso repertorio de acciones encontramos un 
protagonista común: el factor de crecimiento insulínico tipo 1 (IGF-1, del inglés 
Insulin-like Growth Factor-1). A nivel intestinal, IGF-1 es producido por los 
miofibroblastos subepiteliales en respuesta a GLP-2. Gracias al uso de ratones 
deficientes en IGF-1, se demostró el rol esencial de este mediador en los efectos 
de GLP-2 sobre parámetros morfométricos, índices proliferativos y peso 
intestinal (Dubé y col., 2006). Adicionalmente, el uso de NVP-AEW541, un 
inhibidor del receptor de IGF-1 (IGF-1R), previno efectos proliferativos de GLP-
2 en células de la cripta (Dubé y col., 2008). Así, los efectos proliferativos a nivel 
intestinal parecen requerir del eje IGF-1/IGF-1R, capaz de regular 
transcripcionalmente numerosos genes diana en células de la mucosa (Lund, 
1998; Howarth, 2003). 
En cuanto a los efectos mediados por GLP-2 que tienen lugar de forma aguda, 
los mecanismos moleculares subyacentes son menos conocidos. En el primer 
intento reportado orientado a esclarecer esta cuestión, se observó que el 
tratamiento de 30 minutos con GLP-2 activó dos vías intracelulares diferentes en 
células epiteliales de ratón: por un lado, se activó el regulador de proliferación y 
diferenciación β-catenina en las células de la cripta, en un mecanismo mediado 
por IGF-1; por otro lado, se observó un aumento en la fosforilación de Akt en 
enterocitos de yeyuno, siendo este proceso independiente de IGF-1 (Dubé y col., 
2008). Estos hallazgos sugieren un mecanismo molecular diferencial cascada 
abajo de GLP-2 según se trate de células en proliferación o células diferenciadas. 
Uno de los efectos agudos de GLP-2 mencionados en el capítulo 1 consiste en 
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la mejora de las funciones de digestión y absorción. En relación a esto, se reportó 
que la administración aguda de GLP-2 aumentó la absorción intestinal de 
aminoácidos en ratones. Los autores asociaron este efecto a un aumento en la 
traslocación a BBM del transportador de aminoácidos LAT1 (del inglés Large 
neutral Amino acid Transporter). El uso de tetrodotoxina, un bloqueador de 
canales de sodio dependientes de voltaje, llevó a concluir que el efecto ocurrió a 
través de un mecanismo mediado por las neuronas entéricas. Sin embargo, el 
mediador molecular entre la neurona y el enterocito no fue establecido (Lee y 
col., 2017). Otro efecto a corto plazo de GLP-2 está relacionado con el aumento 
en el flujo sanguíneo intestinal, constituyendo así un importante agente regulador 
de la hiperemia posprandial. En este sentido, mediadores vasoactivos locales 
como la adenosina tienen un rol clave en el control del flujo sanguíneo y su 
distribución en el tejido intestinal en una amplia variedad de especies (Granger 
y Norris, 1980; Proctor, 1986; Proctor, 1987; Sawmiller y Chou, 1992; Bohlen, 
1998; Li y col., 2004), al menos en parte mediante la regulación de la síntesis de 
óxido nítrico (Chandrasekharan y col., 2009). Asimismo, en un trabajo realizado 
en cerdos en el que se demostró el papel del eje GLP-2/GLP-2R en la 
estimulación aguda del flujo sanguíneo intestinal, se observó activación 
concomitante de la enzima óxido nítrico sintasa (Guan y col., 2006). Así, se 
sugirió que GLP-2 está relacionado con mediadores vasoactivos que participan 
cascada abajo de la activación de GLP-2R. Por último, en un interesante trabajo 
utilizando videomicroscopía intravital en yeyuno de rata, se demostró que la 
vasodilatación intestinal producida por administración intraluminal de glucosa es 
mediada por la acción secuencial de adenosina y óxido nítrico (Matheson y col., 
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2011). El mecanismo que da origen a la adenosina extracelular responsable de 
los mencionados efectos nunca ha sido estudiado. Sin embargo, se sabe que su 
formación enzimática a partir del ATP tiene un papel protagónico a nivel 
intestinal, tanto en condiciones fisiológicas como fisiopatológicas (Cardoso y col., 
2015). Brevemente, el ATP liberado junto a neurotransmisores “clásicos” por las 
neuronas entéricas de los plexos submucoso y/o mientérico (Burnstock, 2008) 
es hidrolizado por diferentes ecto-nucleósido trifosfato-difosfohidrolasas dando 
lugar a AMP. Luego, por acción de la enzima ecto-5’-nucleotidasa (también 
conocida como CD73), el AMP se convierte en adenosina (Cardoso y col., 2015). 
La localización de CD73 intestinal en humanos ha sido estudiada únicamente a 
nivel de la mucosa. Por estudios de inmunohistoquímica, se identificó a esta 
enzima en toda la membrana plasmática del enterocito, con mayor expresión en 
membrana apical y menor expresión en membrana basolateral (Strohmeier y 
col., 1997). En intestino de rata el estudio fue más extenso, detectándose CD73 
en enterocitos pero también en las capas musculares y en neuronas entéricas. 
Interesantemente, los autores sugieren al cAMP como precursor alternativo al 
ATP en la formación de adenosina extracelular, en este caso por acción en 
tándem de ecto-fosfodiesterasas y CD73 (Giron y col., 2008).  
En esta parte del trabajo evaluamos el efecto agudo de ácido oleico, glucosa, 
glutamina y desoxicolato sobre la actividad de MRP2 en un modelo in vivo. Estos 
agentes fueron seleccionados como representantes de las grandes categorías 
descriptas en la sección 3.2.1 capaces de estimular de forma directa la liberación 
de GLP-2. La participación de GLP-2, IGF-1 y adenosina en este efecto, así 
como también la vía de transmisión de estímulos, fueron evaluados utlizando 
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diferentes estrategias experimentales. Por último, utilizando el método de 
microscopía confocal cuantitativa validado en el capítulo anterior, determinamos 
si los cambios de actividad de MRP2 estuvieron asociados a cambios en su 
localización. 
3.3. Materiales y métodos 
3.3.1. Reactivos 
Adenosina, adenosina 5′-(α,β-metileno)difosfato (APCP), desoxicolato de sodio, 
glucosa y glutamina se adquirieron en Sigma-Aldrich (Missouri, Estados Unidos); 
anti-GLP-2 (C-20) se adquirió en Santa Cruz Biotechnology (Dallas, Estados 
Unidos); anti-IGF-1 (M23) se adquirió en ThermoScientific (Illinois, Estados 
Unidos); GLP-2 recombinante de rata se adquirió en Abcam (Cambridge, Reino 
Unido) y ácido oleico bidestilado se adquirió en Ballester Productos Químicos 
S.A. (Villa Ballester, Argentina). Los restantes reactivos fueron del máximo grado 
analítico disponible comercialmente. 
3.3.2. Modelo in vivo 
El modelo in vivo utilizado en esta parte del trabajo posibilita la estimulación 
directa de células L productoras de GLP-2 en la región del intestino en la cual su 
presencia es máxima (yeyuno distal, íleon y colon) con evaluación simultánea de 
actividad o localización de MRP2 en el segmento de máxima expresión del 
transportador (yeyuno proximal) (ver Figura 3.1a). Además, presenta la ventaja 
de mantener intactas la irrigación y la inervación intestinal. Los animales 
utilizados fueron obtenidos, mantenidos, ayunados y anestesiados previo a los 
experimentos según lo indicado en la sección 2.3.2. Durante los experimentos, 
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su temperatura corporal fue monitoreada y mantenida entre 37 °C y 37,5 °C 
utilizando lámparas de calentamiento. 
3.3.2.1. Tratamientos por vía endovenosa o intraluminal 
Para evaluar el efecto de agentes estimuladores de la secreción de GLP-2 sobre 
la actividad y/o localización de MRP2 intestinal, 2,5 mL de ácido oleico (10% V/V 
en solución fisiológica + Tween 20 3%; pH=6,5), glucosa (10 y 100 mM en 
solución fisiológica, pH=6,5), glutamina (10 y 100 mM en solución fisiológica, 
pH=6,5), desoxicolato (10 mM en solución fisiológica, pH=6,5) o solución 
fisiológica sola se agregaron lentamente a nivel del yeyuno distal 
(aproximadamente 19 cm después del ligamento de Treitz) utilizando una aguja 
25G. Durante este tiempo, la región del intestino previa al sitio de administración 
se mantuvo ligeramente elevada y semicerrada con un hilo, de forma de evitar el 
flujo retrógrado de los agentes. Para evaluar el efecto del llenado sobre la 
actividad de MRP2, se realizó el mismo procedimiento pero sin realizar inyección 
alguna. El tiempo de tratamiento fue de 20 minutos; durante este tiempo, la 
cavidad abdominal fue cubierta con gasa humedecida con solución fisiológica a 
37 °C. 
Para los tratamientos por vía sistémica, la vena femoral fue cateterizada con un 
tubo de polietileno (PE-40) y dbcAMP (20 µmol/kg peso corporal en 0,4 mL de 
solución fisiológica), GLP-2 (125 µg/kg peso corporal en 0,4 mL de solución 
fisiológica), adenosina (10 mg/kg peso corporal en 0,4 mL de solución fisiológica) 
o solución fisiológica sola fueron administrados por vía endovenosa. El tiempo 
de tratamiento fue de 20 minutos. En el caso de adenosina, el volumen total se 
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administró en cuatro dosis de 0,1 mL cada una, separadas temporalmente entre 
sí por 5 minutos. Todos estos procedimientos están ilustrados en la Figura 3.1b. 
3.3.2.2. Pretratamientos 
En cuanto a los pretratamientos, la inmunoneutralización de GLP-2 e IGF-1 se 
realizó administrando una inyección intraperitoneal de anti-GLP-2 (20 µg en 1 
mL de solución fisiológica) o anti-IGF-1 (50 µg en 1 mL de solución fisiológica) 
respectivamente, 30 minutos antes del tratamiento intraluminal con ácido oleico. 
Similarmente, el pretratamiento de 30 minutos con el inhibidor selectivo de CD73 
APCP (2 mg/kg peso corporal en 1 mL de solución fisiológica) se realizó por vía 
intraperitoneal. Por último, para evaluar la vía de transmisión del efecto gatillado 
por el ácido oleico, se seccionó el intestino entre dos ligaduras realizadas entre 
el yeyuno proximal y el yeyuno distal (aproximadamente 17 cm después del 
ligamento de Treitz), justo antes del tratamiento intraluminal con el lípido. Todos 
estos procedimientos están ilustrados en la Figura 3.1c. 
3.3.2.3. Estudios de actividad de MRP2 
Durante los 20 minutos de tratamiento, se delimitó el segmento de yeyuno 
proximal de aproximadamente 15 cm de longitud en el que posteriormente se 
evaluó el eflujo de DNP-SG. Los extremos proximal y distal del segmento 
(ubicados 1 cm y 16 cm después del ligamento de Treitz, respectivamente) se 
identificaron con un nudo prearmado (sin ajustar). Una vez finalizado el 
tratamiento (intraluminal o endovenoso) se cerró el extremo distal del segmento 
ajustando la ligadura, se llenó el segmento con 2,6 mL de una solución de CDNB 
100 µM en KHB y finalmente se ajustó el nudo del extremo proximal, cerrando 
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completamente el saco intestinal. El tiempo de incubación en estas condiciones 
fue de 30 minutos; durante este tiempo, la cavidad abdominal fue cubierta con 
gasa humedecida con solución fisiológica a 37 °C. Luego, el animal fue 
sacrificado por exanguinación y el saco intestinal fue retirado. Se registró su 
longitud y su contenido fue recogido en un tubo, se midió su volumen y luego fue 
desproteinizado y sometido a cuantificación de DNP-SG y DNP-CG según se 
indica en la sección 2.3.4. Estos procedimientos están ilustrados en la Figura 
3.1d. 
 
Figura 3.1. Modelo in vivo para determinación de actividad de MRP2. a. La expresión 
máxima de MRP2 en yeyuno proximal y la localización de células L productoras de GLP-2 a partir 
de yeyuno distal propició la separación espacial en el intestino de la medición de la actividad de 
transporte y la estimulación de células L. b. Los tratamientos orientados a estimular directamente 
las células L se realizaron a nivel de yeyuno distal mediante una inyección intraluminal (panel 
izquierdo). Considerando su acción desde el lado seroso del epitelio, dbcAMP, GLP-2 y 
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adenosina fueron administrados por vía endovenosa (panel derecho). Luego de 20 minutos de 
tratamiento se procedió a la determinación de la actividad de MRP2. c. Según el objetivo del 
experimento, en algunos casos se realizaron pretratamientos antes de los tratamientos 
intraluminales o endovenosos descriptos. Tanto la inmunoneutralización de GLP-2 o IGF-1 como 
la inhibición de CD73 se realizaron a través de una inyección intraperitoneal de anticuerpos o del 
inhibidor APCP, respectivamente (panel izquierdo). Para evaluar si la transmisión de la señal 
disparada por el ácido oleico ocurre por vía transmural, se seccionó el yeyuno entre el extremo 
distal del saco y el sitio de administración del lípido inmediatamente antes del tratamiento 
intraluminal (panel derecho). d. Una vez terminado el tratamiento, se determinó el eflujo de DNP-
SG como medida de la actividad de MRP2. Para eso se creó un saco intestinal de 15 cm justo 
después del ligamento de Treitz (yeyuno proximal) que fue llenado con una solución del precursor 
difusible CDNB. Luego de 30 minutos se cuantificó la masa de DNP-SG secretada al 
compartimiento luminal. 
 
3.3.2.4. Estudios de localización de MRP2 
Para estudios de localización de MRP2 por inmunomarcación seguida de 
microscopía confocal cuantitativa, los animales fueron sometidos a tratamientos 
con solución fisiológica intraluminal (grupo control), ácido oleico intraluminal 
(grupo ácido oleico) o ácido oleico intraluminal con pretratamiento con anti-GLP-
2 (grupo ácido oleico + anti-GLP-2) según lo descripto en las secciones 3.3.2.1 
y 3.3.2.2. A continuación, el animal fue sacrificado por exanguinación y el 
segmento correspondiente al yeyuno proximal fue sometido al procedimiento 
descripto en la sección 2.3.4. 
3.3.3. Análisis estadístico 
Todos los resultados se expresaron como promedio ± desviación estándar. Las 
comparaciones estadísticas fueron realizadas a través del test t de Student (dos 
grupos experimentales) o a través de ANOVA seguido de Tukey (más de dos 
grupos experimentales). La significación estadística se estableció en p < 0,05. 
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3.4. Resultados 
3.4.1. Validación del modelo in vivo 
En primer lugar decidimos establecer si, en nuestro modelo in vivo, el agente 
proinsertor dbcAMP es capaz de producir un aumento agudo en la actividad de 
transporte de MRP2 cuando es administrado por vía endovenosa. Como se 
muestra en la Figura 3.2a, dbcAMP (20 µmol/kg peso corporal) produjo un 
aumento significativo (+206% vs. control) en el eflujo de DNP-SG, demostrando 
que este modelo permite evidenciar cambios en la actividad de MRP2, al menos 
ante estímulos provenientes de la circulación sistémica. Así, este resultado avaló 
la ejecución de la siguiente etapa del proyecto.   
3.4.2. Efecto de agentes liberadores de GLP-2 sobre la actividad 
de MRP2 in vivo 
A continuación, decidimos evaluar el efecto agudo de agentes estimuladores de 
la liberación de GLP-2 administrados en yeyuno distal sobre la actividad de 
MRP2. La Figura 3.2b muestra que, de todos los agentes evaluados, únicamente 
el ácido oleico y la glucosa fueron capaces de alterar significativamente el eflujo 
de DNP-SG en yeyuno proximal, sugiriendo un efecto nutriente-específico. 
Puntualmente, el ácido oleico, administrado en forma de emulsión a una 
concentración de relevancia fisiológica (Iakoubov y col., 2011), aumentó la 
actividad de MRP2 con respecto al grupo control (+202%). Para el caso de la 
glucosa, es importante destacar que se observó un efecto de tipo dosis-
dependiente, alcanzando significancia estadística únicamente a la concentración 
suprafisiológica 100 mM (+188%). Los efectos de la glutamina y del desoxicolato 
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fueron equivalentes al del vehículo administrado a las ratas del grupo control. 
Interesantemente, el llenado del intestino distal con el vehículo produjo un efecto 
per se sobre la actividad de MRP2, evidenciado en un mayor y significativo eflujo 
de DNP-SG comparado con las ratas sin administración intraluminal de solución 
(Figura 3.2b). Teniendo en cuenta todos estos resultados, elegimos al ácido 
oleico como prototipo de agente modulador de MRP2 de forma aguda en los 
estudios orientados a elucidar los mecanismos que subyacen a esta regulación. 
3.4.3. Participación de GLP-2 en el efecto del ácido oleico  
Teniendo en cuenta la hipótesis de trabajo presentada en la sección 1.2, el 
siguiente paso fue evaluar la capacidad de GLP-2 de afectar la actividad de 
MRP2. La Figura 3.2c muestra que la administración endovenosa de GLP-2 
recombinante de rata (125 µg/kg peso corporal) es capaz de producir un aumento 
significativo en la actividad de MRP2 (+168%), evaluada luego de 20 minutos de 
tratamiento. A continuación, considerando que el ácido oleico es un conocido 
agente liberador de GLP-2, decidimos evaluar si esta hormona participa como 
mediador de los efectos del ácido graso sobre la actividad de transporte de 
MRP2. Utilizando la estrategia de inmunoneutralización de GLP-2 descrita en 
estudios previos (Hartmann y col., 2002), se observó una disminución 
significativa en la respuesta al ácido oleico en ratas pretratadas con anti-GLP-2 
(Figura 3.2c). Este resultado indica que la actividad de GLP-2 es necesaria para 
que se produzca el efecto del ácido oleico sobre la actividad de MRP2. 
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3.4.4. Participación de mediadores cascada abajo de GLP-2 
Como se describió en la sección 3.2.3, IGF-1 y adenosina median diversas 
acciones de GLP-2 en el intestino. Luego de confirmar el rol de GLP-2 en el 
fenómeno que estamos estudiando, estos mediadores irrumpen en escena 
generando el interrogante en relación a su protagonismo. Precisamente este 
último aspecto fue evaluado a continuación, inmunoneutralizando a IGF-1 e 
inhibiendo selectivamente a CD73, la enzima más importante en la producción 
de adenosina extracelular a nivel intestinal. Como podemos ver en la Figura 3.2d, 
el efecto del ácido oleico no fue prevenido por la inyección de anti-IGF-1, 
descartando la participación de IGF-1. Por el contrario, el pretratamiento con 
APCP fue capaz de prevenir el aumento en la actividad de MRP2 producido tanto 
por el lípido como por GLP-2 (Figura 3.2d), sugiriendo un rol de la adenosina 
extracelular en este efecto y estableciendo un orden en la participación de los 
mediadores, con adenosina actuando cascada abajo de GLP-2. La adenosina 
per se, administrada por vía endovenosa (10 mg/kg peso corporal), aumentó 
significativamente el eflujo de DNP-SG (+235%), confirmando la capacidad de 
este nucleósido de modular la actividad de MRP2 al alcanzar el epitelio intestinal 
desde el lado seroso (Figura 3.2d). 
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Figura 3.2. Regulación de la actividad de MRP2 in vivo por nutrientes y elucidación del 
mecanismo extracelular subyacente. a. El aumento en la actividad de MRP2 luego de la 
administración endovenosa de dbcAMP (20 µmol/kg peso corporal; 20 minutos) permitió validar 
el modelo. b. Efecto de glucosa (Glc), ácido oleico (OA), glutamina (Gln) y desoxicolato (DOC) 
administrados intraluminalmente sobre la actividad de MRP2. El efecto del llenado per se también 
fue evaluado. c. Modulación de la actividad de MRP2 luego de administración de GLP-2 
endovenoso y participación de este péptido en el efecto del ácido oleico. d. Evaluación del 
mecanismo cascada abajo de GLP-2, incluyendo los mediadores IGF-1 y adenosina. e. El 
seccionamiento del yeyuno antes del tratamiento con ácido oleico confirmó que la transmisión 
del estímulo gatillado por el lípido ocurre a través de la pared intestinal. Los datos son 
presentados como % del grupo control y expresados como promedio ± desviación estándar (n = 
4). a: diferente del grupo control, p < 0,05. b: diferente de los grupos control y OA 10% V/V + anti-
GLP-2, p < 0,05. c: diferente de los grupos control y OA 10% V/V + APCP, p < 0,05. d: diferente 
de los grupos control y GLP-2 + APCP, p < 0,05. e: diferente de los grupos control y OA 10% V/V 
+ corte, p < 0,05. NS: no significativo. 
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3.4.5. Efecto del seccionamiento del yeyuno 
Habiendo aportado evidencia en relación a los mediadores que posibilitan la 
rápida acción del ácido oleico sobre la actividad de MRP2, surge el siguiente 
interrogante: ¿Cómo viaja el estímulo generado por el ácido oleico desde el 
yeyuno distal o íleon hasta el yeyuno proximal? Una de las posibles vías de 
transmisión es la endocrina, con GLP-2 accediendo a la circulación sistémica 
luego de su liberación y finalmente actuando a nivel del yeyuno proximal. La otra 
posibilidad es una transmisión a través de la compleja organización de neuronas 
del sistema nervioso entérico, capaz de propagar estímulos tanto en sentido oral 
como caudal (Mazzone y Farrugia, 2007). Para distinguir entre estas 
posibilidades, decidimos seccionar el yeyuno entre el extremo distal del saco 
intestinal y el sitio de administración del ácido oleico, justo antes del momento 
de la inyección. Con esta sencilla intervención se interrumpe la conexión 
neuronal entre ambas regiones del yeyuno, permaneciendo intacta la conexión 
por vía sistémica. La Figura 3.2e muestra que el seccionamiento del intestino 
limitó la capacidad del ácido oleico de potenciar la actividad de MRP2 (+48%, p 
> 0,05 vs. control). Este hallazgo es una prueba inequívoca de la participación 
(al menos parcial) de una vía de transmisión trasmural, presumiblemente a través 
de neuronas de los plexos submucosos y/o mientéricos. 
3.4.6. Localización de MRP2 
Para evaluar si estos cambios de actividad de MRP2 se correlacionaron con 
cambios en la localización subcelular de MRP2, se utilizó la técnica de 
inmunomarcación seguida de microscopía confocal cuantativa validada en la 
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sección 2.4. En la Figura 3.3 se exhiben imágenes representativas de cada grupo 
evaluado. En las imágenes de la primera fila se muestran los canales 
correspondientes a núcleos (azul), ZO-1 (verde) y MRP2 (rojo), mientras que en 
las de la segunda fila se presenta únicamente el canal correspondiente a MRP2. 
Debajo de las imágenes se muestra el análisis densitométrico. El tratamiento 
agudo e intraluminal con ácido oleico en yeyuno distal produjo una inserción del 
transportador desde compartimientos intracelulares hacia la membrana apical de 
los enterocitos de yeyuno proximal con respecto al grupo control, tal como se 
evidencia a partir de una señal mucho menos dispersa a lo largo del eje 
longitudinal de las células y más focalizada en la región BBM. Consistente con 
esta interpretación cualitativa, el análisis de las curvas densitométricas arroja una 
altura del pico de MRP2 significativamente mayor (+185%) que en el grupo 
control. Esta mayor densidad de transportador en la membrana apical del 
enterocito permite explicar el aumento en la actividad de transporte observado 
luego del tratamiento. Por otra parte, la inmunoneutralización de GLP-2 30 
minutos antes del tratamiento resultó en imágenes, curva densitométrica y altura 
del pico de MRP2 similares a las del grupo control, demostrando la participación 
de GLP-2 en el efecto proinsertor del ácido oleico. 
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Figura 3.3. Localización de MRP2 en respuesta a ácido oleico en presencia o ausencia de anti-
GLP-2. MRP2 fue marcada con fluorescencia roja y la proteína de uniones estrechas ZO-1 con 
fluorescencia verde. Los núcleos se tiñeron de azul con Hoechst 33258 (imágenes de la fila 
superior). Para mayor claridad, se incluyen imágenes en escala de grises mostrando únicamente 
el canal correspondiente a MRP2. La distribución de la intensidad de fluorescencia a lo largo de 
una barra de 30 µm fue evaluada para los canales rojo y azul (n = 20 por grupo). Para detectar 
cambios en la distribución de la curva correspondiente al canal rojo (MRP2), todas las áreas bajo 
la curva se igualaron a un mismo valor arbitrario y las curvas resultantes se alinearon usando el 
canal azul (núcleos) como referencia. Adicionalmente, la altura del pico correspondiente a MRP2 
se calculó, se expresó como promedio ± desviación estándar y se comparó entre grupos. *p < 
0,05 vs. los dos grupos restantes. La barra blanca de escala representa 10 µm. 
 
3.5. Conclusión 
En esta segunda parte del trabajo utilizamos un innovador modelo in vivo para 
estudiar la regulación de MRP2 por nutrientes. En primer lugar, demostramos 
que cuando administramos ácido oleico (10% V/V) o glucosa (100 mM) en la luz 
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del yeyuno distal se produce un aumento rápido en la actividad de MRP2 medida 
en yeyuno proximal, donde su expresión es máxima. Este efecto dependió del 
tipo de agente y de su concentración, ya que no se pudo reproducir por el 
agregado de glutamina, desoxicolato o glucosa 10 mM. La evaluación del 
mecanismo subyacente demostró que GLP-2 tiene un rol clave en la mencionada 
acción del ácido oleico. Además, GLP-2 parece mediar sus efectos a través de 
un aumento en la producción extracelular de adenosina y no a través del factor 
de crecimiento IGF-1. La transmisión de estas señales ocurriría principalmente 
a través de la propia pared intestinal y no involucraría a la vía sistémica. 
Finalmente, según el resultado de los estudios por microscopía confocal 
cuantitativa, el aumento en la actividad de MRP2 puede explicarse por una mayor 
densidad del transportador en la membrana apical luego del tratamiento de 20 
minutos con ácido oleico. 
En conjunto, la incorporación de ciertos nutrientes a la luz intestinal conduce a 
un aumento de la capacidad excretora de MRP2 a través de un reclutamiento 
apical del transportador mediado por la hormona GLP-2. Los mecanismos 
intracelulares serán examinados en el próximo capítulo. 
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CAPÍTULO 4 – La actividad y localización de MRP2 son 
regulables de forma aguda en células intestinales de 
origen humano Caco-2. Utilización de este modelo para 
la evaluación del mecanismo subcelular. 
4.1. Objetivo 
El tercer y último objetivo de este trabajo de tesis fue evaluar el mecanismo 
molecular cascada abajo de la adenosina que conduce a la inserción de MRP2. 
La línea celular intestinal de origen humano Caco-2 fue utilizada con este fin, no 
sin antes evaluar si la localización y la actividad de MRP2 son regulables de 
forma aguda en este modelo. 
4.2. Introducción 
4.2.1. Células Caco-2 como modelo de enterocitos humanos 
Para cumplir con el último objetivo del trabajo es conveniente contar con un 
modelo in vitro de células en cultivo que permita aislar los procesos que ocurren 
en el enterocito del resto de los tipos celulares que componen el intestino. Debido 
a las dificultades inherentes al trabajo con cultivo primario de enterocitos, las 
células Caco-2 han ganado protagonismo en este sentido. Si bien dicha línea 
celular fue obtenida a partir de un adenocarcinoma de colon humano (Fogh y 
col., 1977), presenta la característica de diferenciarse espontáneamente luego 
de 21 días de cultivo para formar una monocapa de células polarizadas muy 
similares al enterocito maduro desde el punto de vista estructural (uniones 
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estrechas, microvellosidades) y funcional (enzimas de BBM, de fase I y fase II, 
transporte vectorial) (Chantret y col., 1988; Hidalgo y col., 1989; Hilgers y col., 
1990; Hubatsch y col., 2007). En cuanto a la expresión de MRP2 y otros 
transportadores, se reportó un patrón de expresión similar entre células Caco-2 
diferenciadas y enterocitos humanos (Taipalensuu y col., 2001; Englund y col., 
2006; Hilgendorf y col., 2007). Por todas estas razones, el cultivo de células 
Caco-2 aparece como la mejor opción para continuar con nuestro trabajo. Sin 
embargo, debido a que la regulación de la actividad de MRP2 mediante cambios 
en su localización nunca ha sido estudiada en este modelo, el primer paso fue 
evaluar esta posibilidad a través de la misma estrategia utilizada en el capítulo 
2. 
4.2.2. Receptores de adenosina 
En el capítulo anterior y utilizando un modelo in vivo, demostramos que la 
producción extracelular de adenosina es clave en el aumento en la actividad de 
transporte de MRP2 inducido por ácido oleico. ¿Cómo puede actuar la adenosina 
generada en las inmediaciones de la membrana basolateral del enterocito? En 
términos generales, la adenosina ejerce sus acciones biológicas a través de la 
unión a receptores acoplados a proteínas G denominados A1AR, A2AAR, A2BAR 
y A3AR. Cada uno de ellos tiene mecanismos de señalización diferentes: 
mientras que A1AR y A3AR están acoplados a proteínas Gi, A2AAR y A2BAR están 
acoplados a proteínas Gs, dando lugar a inhibición o activación de adenilato 
ciclasa, respectivamente (Fredholm y col., 2001). En el intestino, el principal 
receptor de adenosina es el A2BAR (Strohmeier y col., 1995). A nivel del intestino 
delgado humano, su expresión demostró ser mayor en yeyuno que en íleon, con 
- 74 - 
 
localización preferencial en epitelio, neuronas del plexo submucoso y células 
gliales (Christofi, 2008). Además, se detectó su expresión funcional en líneas 
celulares de origen intestinal como Caco-2 (Yang y col., 2014) y T84 (Kolachala 
y col., 2006), validando el estudio de su participación en este modelo. Así, este 
último episodio del trabajo está subdividido en dos partes. La primera parte está 
orientada a estudiar si la regulación aguda de la localización y actividad de MRP2 
demostrada en intestino de rata también ocurre en las células intestinales 
humanas Caco-2 y, de ser así, revalidar el método de microscopía confocal 
cuantitativa en este modelo. En la segunda parte se estudiará la capacidad de 
adenosina para modular a MRP2 y la participación del receptor A2BAR en este 
efecto. 
4.3. Materiales y métodos 
4.3.1. Reactivos 
5(6)-carboxi-2′,7′-diclorofluoresceína diacetato (CDFDA), adenosina y MRS 1754 
se obtuvieron de Sigma-Aldrich (Missouri, Estados Unidos). Los restantes 
reactivos fueron del máximo grado analítico disponible comercialmente. 
4.3.2. Cultivo de células Caco-2 
Las células Caco-2 se obtuvieron de la American Type Culture Collection 
(Manassas, Estados Unidos) y se crecieron en DMEM (Gibco; Carlsbad, Estados 
Unidos) suplementado con suero fetal bovino 10% V/V (Natocor; Córdoba, 
Argentina), aminoácidos no esenciales 1% V/V, L-glutamina 2 mM, penicilina 100 
U/mL y estreptomicina 100 µg/mL (Gibco; Carlsbad, Estados Unidos). Las 
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células fueron cultivadas a 37 °C en atmósfera húmeda con CO2 5%, renovando 
el medio de cultivo cada dos días. 
4.3.1. Estudios de actividad de MRP2 
Para los estudios de actividad, 3x105 células fueron sembradas en soportes 
Transwell® de 1,12 cm2 de superficie (número de catálogo 3412; Corning; 
Corning, Estados Unidos) e incubadas durante 21 días siguiendo las 
recomendaciones de Hubatsch y col. (2007). El medio de cultivo en los 
compartimientos apical y basolateral fue reemplazado cada dos días. Para 
evaluar la integridad de la monocapa, se midió la resistencia eléctrica 
transepitelial cada dos días usando un equipo EVOM (World Precision 
Instruments; Sarasota, Estados Unidos). Todas las monocapas utilizadas en 
estos experimentos presentaron valores de resistencia eléctrica transepitelial a 
37 °C mayores a 300 Ω cm2, indicando una monocapa continua (Hubatsch y col., 
2007). 
La actividad de MRP2 se evaluó a través de la determinación del cociente entre 
el transporte en sentido basolateral-apical (BA) y en sentido apical-basolateral 
(AB) del sustrato modelo de MRP2 5(6)-carboxi-2′,7′-diclorofluoresceína (CDF) 
(Schexnayder y Stratford, 2015; Tocchetti y col., 2018a). En este método, el 
precursor no fluorescente CDFDA ingresa pasivamente a la célula y es 
inmediatamente hidrolizado por acción de esterasas convirtiéndose en el 
compuesto fluorescente CDF (Zamek-Gliszczynski y col., 2003). Luego de los 21 
días de cultivo, las células fueron tratadas con medio de cultivo solo (grupo 
control) o medio de cultivo conteniendo E217G 400 µM (grupo E217G), dbcAMP 
10 µM (grupo dbcAMP), adenosina 50 µM (grupo adenosina), adenosina 50 µM 
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+ MRS 1754 10 µM (grupo adenosina + MRS) o adenosina 50 µM + KT5720 1 
µM (grupo adenosina + KT). Después de 30 minutos de tratamiento, las células 
fueron lavadas con solución salina equilibrada de Hank (HBSS, del inglés Hank’s 
Balanced Salt Solution) durante 15 minutos a 37 °C. Luego, los insertos 
Transwell® fueron transferidos a placas nuevas en las que se agregó CDFDA 
(10 µM en HBSS) al compartimiento dador (apical en el caso de experimentos 
en dirección AB y basolateral en el caso de experimentos en dirección BA). El 
compartimiento receptor (basolateral en el caso de experimentos en dirección 
AB y apical en el caso de experimentos en dirección BA) fue llenado con HBSS 
a 37 °C. Las placas se incubaron en agitación suave a 37 °C y se tomaron 
muestras con reemplazo de volumen del compartimiento receptor cada 30 
minutos durante 120 minutos. El CDF se cuantificó usando un fluorómetro DTX 
880 (Beckman Coulter; Brea, Estados Unidos), fijando como longitudes de onda 
de excitación y emisión 485 nm y 520 nm, respectivamente. Los coeficientes de 
permeabilidad aparente (Papp, en centímetros por segundo) de CDF a través de 
las monocapas celulares en ambas direcciones fueron calculados usando la 
siguiente ecuación: 
Papp = 
1
C0A
×
dQ
dt  
donde dQ/dt es la tasa de aparición de CDF en el compartimiento receptor, C0 
es la concentración inicial de CDFDA en el compartimiento dador (10 µM) y A es 
el área del soporte Transwell® (1,12 cm2). El coeficiente de eflujo de CDF fue 
obtenido dividiendo Papp en la dirección BA entre Papp en la dirección AB. 
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4.3.2. Determinación de la distribución de MRP2 entre fracciones 
enriquecidas en membranas plasmáticas (MP) y en membranas 
intracelulares (MI) 
Para los estudios de distribución de MRP2, las células se sembraron en placas 
de 6 pocillos (2,5x105 células por pocillo) y se cultivaron durante 21 días. A 
continuación, las células fueron tratadas con medio de cultivo solo (grupo control) 
o medio de cultivo conteniendo E217G 400 µM (grupo E217G), dbcAMP 10 µM 
(grupo dbcAMP), E217G 400 µM + Gö6976 1 µM (grupo E217G + Gö) o dbcAMP 
10 µM + KT5720 1 µM (grupo dbcAMP + KT). Al igual que para los experimentos 
utilizando sacos intestinales (sección 2.3.5), se realizaron experimentos 
preliminares con dbcAMP 10 y 100 µM y con E217G 100, 200 y 400 µM con el 
fin de establecer la concentración mínima de estos agentes capaz de producir 
un efecto significativo. 
Luego de 30 minutos de tratamiento, las fracciones enriquecidas en membrana 
plasmática (MP) y en membranas intracelulares (MI) se obtuvieron por 
centrifugación diferencial según la técnica descrita por Kubitz y col. (2005). 
Brevemente, luego de dos lavados, las células se rasparon y recogieron en buffer 
sacarosa 250 mM, Tris 20 mM, EGTA 5 mM, MgCl2 1 mM, pH = 7,40 
suplementado con inhibidores de proteasas para ser lisadas mediante 20 
pasajes a través de una aguja 25G. La fracción MP se obtuvo por centrifugación 
a 1000 g durante 5 minutos a 4 °C. El sobrenadante resultante se centrifugó a 
100000 g durante 60 minutos a 4 °C para obtener la fracción MI. 
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4.3.3. Western blot 
Los estudios de western blot se realizaron de forma idéntica a lo descrito en la 
sección 2.3.5. 
4.3.4. Inmunomarcación seguida de microscopía confocal 
Para detectar la localización de MRP2, se colocó un cubreobjetos estéril en cada 
pocillo de la placa de 6 pocillos; sobre cada cubreobjetos se sembraron 2,5x105 
células, las cuales fueron cultivadas de la forma habitual durante 21 días. A 
continuación, las células diferenciadas fueron tratadas con medio de cultivo solo 
(grupo control) o medio de cultivo conteniendo E217G 400 µM (grupo E217G), 
dbcAMP 10 µM (grupo dbcAMP), adenosina 50 µM (grupo adenosina) o 
adenosina 50 µM + MRS 1754 10 µM (grupo adenosina + MRS). Luego de 30 
minutos de tratamiento, las células sobre los cubreobjetos fueron lavadas con 
TBS (3 lavados de 5 minutos) y fijadas con paraformaldehído 4% P/V durante 15 
minutos. Después de otros 3 lavados de 5 minutos con TBS, se incubaron 
durante 15 minutos en buffer de permeabilización y bloqueo. La marcación de 
MRP2, ZO-1 y los núcleos se realizó como se describió en la sección 2.3.4. 
Utilizando el mismo microscopio confocal que en dicha sección se obtuvieron 
entre 23 y 31 imágenes en el eje z con un tamaño de paso de 0,4 µm. Como 
resultado se muestran vistas superior y 3D ortogonal de las imágenes. El estudio 
densitométrico también fue similar al realizado para los cortes de intestino, con 
excepción de que la determinación de la intensidad de fluorescencia se realizó a 
lo largo del eje z, utilizando una línea de 10 µm.  
- 79 - 
 
4.3.5. Cuantificación de cAMP intracelular 
Para determinar los niveles intracelulares de cAMP, se sembraron 2,5x105 
células por pocillo en placas de 6 pocillos y se cultivaron durante 21 días. Luego, 
fueron incubadas con medio de cultivo solo (grupo control) o medio de cultivo 
conteniendo adenosina 50 µM (grupo adenosina) durante 15 minutos. 
Inmediatamente después, las células se lavaron con PBS y se lisaron en HCl 
(0,1 M, 20 minutos) a temperatura ambiente con el objetivo de detener la 
actividad fosfodiesterasa y estabilizar el cAMP liberado (Huang y col., 2011). 
Finalmente, el cAMP fue cuantificado utilizando el kit cAMP Select ELISA 
(Cayman Chemical, Ann Arbor, Estados Unidos) de acuerdo a las instrucciones 
del fabricante. 
4.3.6. Análisis estadístico 
Todos los resultados se expresaron como promedio ± desviación estándar. Las 
comparaciones estadísticas fueron realizadas a través del test t de Student (dos 
grupos experimentales) o a través de ANOVA seguido de Tukey (más de dos 
grupos experimentales). La significación estadística se estableció en p < 0,05. 
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4.4. Resultados 
4.4.1. Demostración de la regulación aguda de MRP2 en células 
Caco-2 por acción de dbcAMP y E217G 
4.4.1.1. Modulación de la actividad de MRP2 en células Caco-2 
En primer lugar evaluamos el efecto de dbcAMP y E217G sobre la actividad de 
MRP2, evaluada como el coeficiente de eflujo del sustrato modelo de MRP2 
CDF. El tratamiento de 30 minutos con dbcAMP (10 µM) produjo un aumento 
significativo en la Papp en el sentido basolateral-apical sin afectar 
significativamente la Papp en el sentido contrario (Figura 4.1a). Este efecto 
(específico de membrana apical) se tradujo en un aumento significativo en el 
coeficiente de eflujo de CDF (+118%), confirmando un aumento en la actividad 
de MRP2 (Figura 4.1b). Por el contrario, el tratamiento con E217G (400 µM, 30 
minutos) disminuyó significativamente la Papp en el sentido basolateral-apical con 
un ligero aumento no significativo en la Papp en el sentido apical-basolateral 
(Figura 4.1a). Como resultado, el coeficiente de eflujo de CDF fue 
significativamente menor que en el grupo control (-60%), consistente con una 
disminución en la actividad de MRP2 (Figura 4.1b). 
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Figura 4.1. Modulación de la actividad de MRP2 por E217G y dbcAMP en células Caco-2 
cultivadas en soportes Transwell. a. Coeficientes de permeabilidad (Papp) del sustrato de MRP2 
CDF luego de 120 minutos, tanto en sentido apical-basolateral (AB) como en sentido basolateral-
apical (BA). b. El coeficiente de eflujo de CDF surge de la relación entre ambas permeabilidades 
y es una medida de la actividad de MRP2. Los datos están expresados como promedio ± 
desviación estándar (n = 4, interpretándose como 4 filtros en cada dirección de transporte). 
*Diferente del grupo control, p < 0,05. 
 
4.4.1.2. Detección de cambios en la localización de MRP2 por 
microscopía confocal cuantitativa 
Para evaluar si estos cambios en la actividad están asociados a cambios en la 
localización de MRP2 utilizamos la técnica de inmunomarcación seguida de 
microscopía confocal cuantitativa. La Figura 4.2 incluye, en su primera fila, 
imágenes de células Caco-2 con detección fluorescente de MRP2 en rojo, ZO-1 
en verde y núcleos en azul. En ellas se muestra la estructura de este cultivo 
celular (vista superior), la cual es consistente con una monocapa celular 
establecida. Las células están delimitadas por uniones estrechas, identificadas 
por la señal de ZO-1. Las imágenes creadas por apilamiento a lo largo del eje Z 
se muestran a la derecha y por debajo de la imagen correspondiente a la vista 
- 82 - 
 
superior. En la parte central de la Figura 4.2 se presenta una imagen en escala 
de grises de este apilamiento en el eje Z exclusivamente para el canal rojo 
(MRP2). Finalmente, el análisis densitométrico se presenta en la parte inferior de 
dicha figura como gráficas de intensidad de fluorescencia versus distancia. 
Luego del tratamiento agudo con dbcAMP (10 µM, 30 minutos) no se pudieron 
distinguir cambios en el patrón de distribución de MRP2 con respecto al grupo 
control en la vista superior. Sin embargo, el apilamiento en el eje Z evidencia que 
la señal de MRP2 se concentra principalmente en la superficie apical de la 
monocapa celular, sin cambios aparentes en la localización de ZO-1. El análisis 
cuantitativo confirmó un aumento significativo en la altura del pico de MRP2, 
sugiriendo una relocalización del transportador en la membrana apical luego del 
tratamiento. La misma Figura 4.2 muestra que la localización de MRP2 también 
fue afectada por E217G (400 µM, 30 minutos). El apilamiento en el eje Z 
evidencia una mayor presencia de MRP2 en el citosol en comparación con las 
células control. Esto concuerda con el análisis cuantitativo arrojando una 
disminución significativa en la altura del pico de MRP2. Vale la pena mencionar 
que el patrón de distribución del transportador difiere del de los grupos control y 
dbcAMP ya que muestra un patrón punteado. La naturaleza de tal distribución 
es desconocida, pero podría reflejar un proceso de internalización endocítica que 
conduce a pérdida de MRP2 a partir de regiones específicas de membrana. La 
imagen en blanco y negro parece estar a favor de tal hipótesis ya que la señal 
de MRP2 muestra intermitencias a nivel de la membrana apical, contrastando 
con la tinción más continua en los grupos control y dbcAMP. 
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Figura 4.2. Localización de MRP2 en respuesta a E217G y dbcAMP. Las imágenes principales 
representan la vista superior de la monocapa celular. A la derecha y por debajo de estas 
imágenes principales se muestran imágenes creadas por apilamiento a lo largo del eje Z. MRP2 
fue marcada con fluorescencia roja y la proteína de uniones estrechas ZO-1 con fluorescencia 
verde. Los núcleos se tiñeron de azul con Hoechst 33258. Para mayor claridad, se incluyen 
imágenes en escala de grises del apilamiento a lo largo del eje Z mostrando únicamente el canal 
correspondiente a MRP2. La distribución de la intensidad de fluorescencia a lo largo del eje Z fue 
evaluada para los canales rojo y azul (n = 20 por grupo). Para detectar cambios en la distribución 
de la curva correspondiente al canal rojo (MRP2), todas las áreas bajo la curva se igualaron a un 
mismo valor arbitrario y las curvas resultantes se alinearon usando el canal azul (núcleos) como 
referencia. Adicionalmente, la altura del pico correspondiente a MRP2 se calculó, se expresó 
como promedio ± desviación estándar y se comparó entre grupos. *p < 0,05 vs. grupo control. La 
barra blanca de escala representa 10 µm. 
 
4.4.1.3. Detección de cambios en la localización de MRP2 por 
fraccionamiento de membranas seguido de western blot 
Al igual que en el modelo de intestino de rata, decidimos validar los resultados 
obtenidos por el método de microscopía confocal cuantificando MRP2 en 
fracciones enriquecidas en MP y MI. En primer lugar, verificamos la eficiencia del 
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método de fraccionamiento de membranas, el cual demostró ser apropiado para 
separar MP de MI en tejido hepático (Kubitz y col., 2005). La Figura 4.3a muestra 
que villina está claramente enriquecida en MP mientras que CYP3A4 se recupera 
principalmente en MI. MRP2 es recuperada en ambas fracciones, aunque se 
encuentra un contenido ligeramente más alto en MP en comparación con MI. 
Según estos hallazgos, es posible especular que en células Caco-2 una mayor 
proporción de proteína transportadora se encuentra en el espacio intracelular en 
comparación con yeyuno de rata. Los resultados de microscopía confocal en 
células del grupo control (Figura 4.2) mostrando localización de MRP2 tanto en 
la superficie apical como intracelularmente respaldan esta especulación. Luego 
de la incubación con dbcAMP (10 µM) durante 30 minutos se observó un 
aumento significativo en la recuperación de MRP2 en la fracción MP con 
disminución concomitante en MI con respecto al grupo control (Figura 4.3b). Este 
efecto fue abolido en presencia del inhibidor de PKA KT5720. Después de la 
incubación con el inhibidor solo no se encontraron cambios en la distribución de 
MRP2. En conjunto, estos datos confirman un aumento en la inserción de MRP2 
desde membranas intracelulares hacia membrana apical mediado por PKA luego 
del tratamiento con dbcAMP. En contraste con estos efectos, E217G disminuyó 
el contenido de MRP2 en la fracción MP y aumentó su expresión en la fracción 
MI en comparación con las células del grupo control (Figura 4.3c). Si bien la 
incorporación del inhibidor de cPKC Gö6976 solo a las incubaciones no afectó la 
localización de MRP2 entre MP y MI, este agente fue capaz de prevenir la 
redistribución inducida por E217G cuando se incorporaron en forma simultánea. 
Estos resultados confirman un proceso de internalización de MRP2 desde 
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membrana apical hacia reservorios intracelulares mediado por cPKC luego del 
tratamiento agudo con E217G (400 µM, 30 minutos). 
Figura 4.3. Distribución de MRP2 entre MP y MI en células Caco-2 y su modulación por dbcAMP 
y E217G. a. Se muestran bandas representativas correspondientes a MRP2, villina y CYP3A4 
obtenidas de estudios de western blot a partir de lisados totales de células Caco-2 (H) y 
fracciones enriquecidas en MP y MI. La uniformidad de carga y de transferencia desde los geles 
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a las membranas de PVDF fue controlada con Ponceau S. Villina y CYP3A4 fueron utilizados 
como marcadores de las fracciones MP y MI, respectivamente. La misma distribución de MRP2, 
villina y CYP3A4 fue confirmada en tres experimentos independientes. b, c. Se muestran bandas 
representativas correspondientes a MRP2 en fracciones MP y MI luego de tratamientos con 
dbcAMP y E217G junto con el correspondiente análisis densitométrico. La participación de PKA 
(b) y cPKC (c) fue estudiada usando los inhibidores Gö6976 (Gö) y KT5720 (KT), 
respectivamente. La uniformidad de carga y transferencia desde los geles a las membranas de 
PVDF fue controlada con Ponceau S y con la detección de β-actina. Los datos son presentados 
como % del grupo control y expresados como promedio ± desviación estándar (n = 4). *Diferente 
de los tres grupos restantes, p < 0,05. 
 
4.4.2. Mecanismo molecular cascada abajo de la adenosina 
4.4.2.1. Modulación de la actividad de MRP2 
Luego de haber confirmado que MRP2 es regulable en forma aguda también en 
el modelo de células intestinales humanas Caco-2, procedimos a evaluar el 
efecto de la adenosina sobre la actividad de este transportador a través de la 
evaluación del coeficiente de eflujo de CDF. La Figura 4.4a muestra que el 
tratamiento agudo con adenosina (50 µM) provocó un aumento significativo en 
el coeficiente de permeabilidad aparente de CDF en el sentido basolateral-apical 
con respecto a células controles, sin modificarse el Papp en el sentido apical-
basolateral. Esto condujo a un aumento también significativo en el coeficiente de 
eflujo de CDF, confirmando que adenosina es capaz de producir aumento en la 
actividad de MRP2 también en este modelo (Figura 4.4b). Además, 
demostramos que los efectos de la adenosina fueron mediados por el receptor 
A2BAR, ya que los aumentos tanto en Papp en el sentido basolateral-apical como 
en el coeficiente de eflujo de CDF fueron prevenidos por MRS 1754, un inhibidor 
selectivo de este receptor (Figura 4.4). Por último, evaluamos la participación de 
PKA en el aumento de actividad mediado por adenosina utilizando KT5720. En 
presencia de este inhibidor, adenosina no aumentó significativamente ninguno 
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de los dos parámetros (Figura 4.4), sugiriendo un rol de PKA en este efecto. Sin 
embargo, debido a que estos mismos parámetros no difirieron entre los grupos 
adenosina y adenosina + KT (Figura 4.4), es posible que PKA no sea el único 
mediador involucrado en los efectos de la adenosina. 
Figura 4.4. Modulación de la 
actividad de MRP2 por 
adenosina en células Caco-2 
cultivadas en soportes 
Transwell®. Evaluación de la 
participación del receptor de 
adenosina A2BAR y de PKA. a. 
Coeficientes de 
permeabilidad (Papp) del 
sustrato de MRP2 CDF luego 
de 120 minutos, tanto en 
sentido apical-basolateral 
(AB) como en sentido 
basolateral-apical (BA). b. El 
coeficiente de eflujo de CDF 
surge de la relación entre 
ambas permeabilidades y es 
una medida de la actividad de 
MRP2. MRS: MRS 1754 10 
µM, inhibidor selectivo del 
receptor A2BAR. KT: KT5720 1 
µM, inhibidor selectivo de 
PKA. Los datos están 
expresados como promedio ± 
desviación estándar (n = 4, 
interpretándose como 4 filtros 
en cada dirección de 
transporte). *Diferente de los 
grupos control y adenosina + 
MRS, p < 0,05. 
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4.4.2.2. Modulación de la localización de MRP2 
El siguiente paso fue evaluar si el aumento en la actividad de MRP2 en respuesta 
a adenosina se corresponde con un aumento en la inserción del transportador 
en la membrana apical de las células. En efecto, los estudios de microscopía 
confocal cuantitativa mostraron que el tratamiento con adenosina (50 µM, 30 
minutos) produjo un aumento significativo en la altura del pico de MRP2, el cual 
además se encontró notablemente desplazado hacia el ápice de la monocapa 
(Figura 4.5). Las imágenes correspondientes al apilamiento en el eje Z ilustran 
adecuadamente este hallazgo, ya que células tratadas con adenosina presentan 
una señal de MRP2 concentrada en la membrana apical en detrimento de la 
señal proveniente del interior celular cuando se comparan con células del grupo 
control, las cuales muestran una distribución de MRP2 mucho más homogénea 
a lo largo del eje Z (Figura 4.5). Por su parte, MRS 1754 (1 µM; inhibidor de 
A2BAR) fue capaz de prevenir este cambio de localización, evidenciándose para 
el grupo cotratado con adenosina y MRS 1754 resultados cualitativos y 
cuantitativos iguales a los del grupo control. Estos hallazgos demuestran que el 
tratamiento agudo con adenosina es capaz de movilizar el contenido de MRP2 
desde reservorios intracelulares hacia la membrana apical, en un mecanismo 
mediado por A2BAR. 
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Figura 4.5. Localización de MRP2 en respuesta a adenosina en presencia o ausencia de MRS 
1754. Las imágenes principales representan la vista superior de la monocapa celular. A la 
derecha de estas imágenes principales se muestran imágenes creadas por apilamiento a lo largo 
del eje Z. MRP2 fue marcada con fluorescencia roja y la proteína de uniones estrechas ZO-1 con 
fluorescencia verde. Los núcleos se tiñeron de azul con Hoechst 33258. Para mayor claridad, se 
incluyen imágenes en escala de grises del apilamiento a lo largo del eje Z mostrando únicamente 
el canal correspondiente a MRP2. La distribución de la intensidad de fluorescencia a lo largo del 
eje Z fue evaluada para los canales rojo y azul (n = 20 por grupo). Para detectar cambios en la 
distribución de la curva correspondiente al canal rojo (MRP2), todas las áreas bajo la curva se 
igualaron a un mismo valor arbitrario y las curvas resultantes se alinearon usando el canal azul 
(núcleos) como referencia. Adicionalmente, la altura del pico correspondiente a MRP2 se calculó, 
se expresó como promedio ± desviación estándar y se comparó entre grupos. *p < 0,05 vs. los 
dos grupos restantes. La barra blanca de escala representa 10 µm. 
 
4.4.2.3. Cuantificación de cAMP intracelular 
Por último, teniendo en cuenta que A2BAR está acoplado a Gs, una proteína 
activadora de adenilato ciclasa, decidimos evaluar los niveles de cAMP 
intracelulares luego del tratamiento con adenosina. Como se muestra en la 
Figura 4.6, el tratamiento con el nucleósido durante 15 minutos aumentó 
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significativamente la concentración de cAMP en lisados de Caco-2 (269,5 ± 21,9 
pmol/mL vs. 206,7 ± 6,4 pmol/mL, respectivamente). Este resultado sugiere la 
funcionalidad del eje adenosina/A2BAR/adenilato ciclasa en nuestro modelo 
experimental. Serán necesarios experimentos adicionales para demostrar su rol 
en la inserción de MRP2 mediada por adenosina. 
Figura 4.6. Modulación de cAMP 
intraceluar por adenosina. Células 
Caco-2 diferenciadas fueron 
tratadas con adenosina (50 µM; 15 
min). Luego, se midieron los niveles 
intracelulares de cAMP utilizando 
un kit comercial. Los datos están 
expresados como promedio ± 
desviación estándar (n = 4). 
*Diferente del grupo control, p < 
0,05. 
 
 
 
 
 
 
 
4.5. Conclusión 
En la última parte experimental de este trabajo de tesis nos trasladamos del 
modelo de intestino de rata (más complejo en cuanto a tipos celulares y 
estructuras) a células de epitelio intestinal de origen humano (monocapa de un 
único tipo celular). En primer lugar, utilizando las mismas herramientas que en el 
- 91 - 
 
modelo anterior, verificamos que tanto la localización como la actividad de MRP2 
son regulables de forma rápida por agentes prototipo. Además, utilizando un 
método de fraccionamiento de membranas seguido de western blot aplicado a 
cultivo celular, validamos la detección de cambios en la localización de MRP2 
por el método de microscopía confocal cuantitativa. Esto nos permitió utilizar 
células Caco-2 para corroborar la habilidad proinsertora de la adenosina en un 
modelo similar a los enterocitos humanos. Efectivamente, luego de 30 minutos, 
este nucleósido (50 µM) fue capaz de aumentar la actividad de MRP2 (evaluada 
como el coeficiente de eflujo de CDF) y simultáneamente incrementar la 
densidad de este transportador a nivel de la membrana apical de las células. 
Este proceso estuvo mediado por el receptor de adenosina A2BAR y, al menos 
en parte, por PKA. Finalmente, luego de 15 minutos de tratamiento, los niveles 
intracelulares de cAMP se encontraron incrementados. Este último hallazgo es 
consistente con la participación tanto de A2BAR como de PKA. 
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Discusión y conclusión final 
En el presente trabajo de tesis aportamos evidencia a favor de un novedoso 
mecanismo fisiológico orientado a regular rápidamente la actividad del 
transportador intestinal MRP2 en ciclos de ingesta y ayuno y de esa forma 
protegernos contra la absorción de tóxicos. En esta sección se analizarán los 
resultados presentados, confrontándolos con la literatura, discutiendo su 
relevancia fisiológica y sus limitaciones. 
Desde su descubrimiento a finales del siglo pasado, numerosos trabajos han 
descripto con mayor o menor detalle la regulación de MRP2 intestinal a través 
de cambios en su expresión, tanto por factores fisiológicos y fisiopatológicos 
(Arana y col., 2016) como por un amplio rango de xenobióticos (Tocchetti y col., 
2016). La regulación de su actividad en el corto plazo (en referencia a lapsos 
más cortos que los demandados por cambios en la expresión proteica) ha sido 
pobremente estudiada, con escasos reportes relacionados con inhibiciones 
competitivas y no competitivas luego de interacción directa del agente regulador 
con el transportador (Tocchetti y col., 2016). Aún menos evidencia hay sobre la 
posibilidad de una regulación aguda basada en cambios en la localización del 
transportador entre membrana apical y compartimientos intracelulares como la 
demostrada en hígado (Crocenzi y col., 2012), con una virtual ausencia de 
trabajos en este sentido. Es por eso que nos propusimos como primer objetivo 
demostrar que esta regulación de MRP2 intestinal, tanto en el sentido de la 
inserción como en el de la internalización, es posible. Valiéndonos de E217G y 
dbcAMP, dos agentes de probadas acciones contrapuestas sobre MRP2 en 
hígado, pudimos demostrar la existencia de este fenómeno tanto en intestino de 
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rata (capítulo 2) como en células humanas Caco-2 (capítulo 4). Un hallazgo 
interesante es que esta regulación bidireccional ocurrió independientemente de 
la distribución inicial de MRP2 entre MP y MI, claramente diferente entre ambos 
modelos. 
El dbcAMP, un análogo permeable del cAMP, estimuló tanto la actividad como 
la inserción de MRP2 en la membrana apical de ambos modelos pero a 
concentraciones diferentes: 100 µM para intestino de rata y 10 µM para células 
Caco-2. La diferencia posiblemente radique en la morfología diferencial entre 
ambos modelos: mientras las células Caco-2 constituyen una monocapa a la que 
el dbcAMP puede acceder directa e inmediatamente, el intestino de rata presenta 
varias capas de tejido (descritas en detalle en el capítulo 1) que limitan o retrasan 
la difusión y el acceso del agente al enterocito, especialmente considerando que 
fue administrado del lado seroso de forma de simular mejor la situación in vivo 
(ver secciones 2.3.3 y 2.3.5). La mediación de PKA fue demostrada en ambos 
modelos mediante el uso del inhibidor KT5720 (Figura 2.6b y Figura 4.3b), pero 
los mecanismos subyacentes a la activación de esta quinasa no fueron 
estudiados. En relación a esto, existen estudios demostrando fenómenos de 
inserción apical de MRP2 dependiente de microtúbulos en diferentes modelos 
hepáticos (Roelofsen y col., 1998; Roma y col., 2000; Mottino y col., 2005). 
Adicionalmente, se observó que el restablecimiento en la localización apical de 
MRP2 luego de un estrés oxidativo también resultó estar mediado por 
microtúbulos, en este caso siendo además dependiente de PKA (Sekine y col., 
2008). En este último estudio, los autores propusieron que proteínas motoras 
asociadas a microtúbulos como kinesina-2, miosina-5 o dineína podrían estar 
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implicadas. Finalmente, en células Huh-7 se demostró la participación de p38α 
MAPK en la inserción de MRP2 mediada por cAMP (Schonhoff y col., 2010). 
Mecanismos similares a estos podrían estar implicados en el aumento de la 
inserción de MRP2 mediado por dbcAMP observado en nuestros modelos. 
El E217G, un derivado endógeno del estradiol cuya excreción biliar se supone 
aumentada durante el embarazo, terapias de reemplazo hormonal o tratamientos 
anticonceptivos (Vore y col., 1997), produjo en ambos modelos una 
internalización de MRP2 desde la membrana plasmática hacia compartimientos 
intracelulares, con concomitante pérdida de la capacidad excretora. Un efecto 
similar había sido demostrado previamente, aunque en hígado de rata (Mottino 
y col., 2002) y duplas aisladas de hepatocitos (Crocenzi y col., 2008). Si bien la 
finalidad de este estudio fue la de demostrar la regulación bidireccional de MRP2 
intestinal, el hallazgo podría tener cierta relevancia fisiopatológica, 
especialmente considerando que el E217G alcanza concentraciones elevadas en 
bilis, aún antes de producir colestasis en la rata (Meyers y col., 1980). Así, el 
enterocito podría estar expuesto a altos niveles de E217G de origen biliar desde 
su polo apical, precisamente el lado a través del cual este metabolito presenta 
su poder internalizador. En relación a esto, la incorporación diferencial del agente 
desde el lado mucoso o seroso parece tener nuevamente un rol clave: en un 
estudio previo realizado en ratas se administró una dosis colestásica de E217G 
por vía endovenosa y se evaluó la localización y la actividad de MRP2 intestinal. 
Como resultado, la localización del transportador no se vio afectada mientras 
que el transporte de DNP-SG disminuyó significativamente, lo cual fue atribuido 
a un efecto inhibitorio de tipo competitivo por parte del E217G (Arias y col., 2009). 
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El efecto diferencial de E217G sobre la localización de MRP2 entre ambos 
trabajos puede radicar en la vía de administración, en la dosis o en ambas. En lo 
que respecta al mediador, los resultados en la Figura 2.6c y en la Figura 4.3c 
demuestran que cPKC participa en el efecto de E217G en ambos modelos. Este 
hecho era en cierta forma esperado teniendo en cuenta que esta quinasa es 
capaz de mediar la internalización vesicular de MRP2 en hepatocitos de rata 
(Crocenzi y col., 2008). Los mecanismos subyacentes a cPKC también 
escaparon al objetivo de este trabajo de tesis. La fosforilación de radixina u otro 
miembro de la familia de las proteínas ERM podría estar involucrada, al menos 
parcialmente, en la internalización de MRP2 hepática inducida por 
proteinquinasas (Anwer, 2014). En este sentido, la activación de cPKC producida 
por estrés oxidativo condujo a un aumento en la fosforilación de radixina seguida 
de disociación entre esta proteína de anclaje y MRP2, finalmente resultando en 
internalización del transportador (Sekine y col., 2011). En intestino, la 
fosforilación de ezrina mediada por cPKC condujo similarmente a pérdida de 
interacción e internalización de MRP2 (Nakano y col., 2009). En futuros 
experimentos intentaremos identificar las dianas de fosforilación de cPKC en 
nuestros modelos. Por último, la utilización de dbcAMP y E217G en experimentos 
de fraccionamiento de membranas seguido de detección de MRP2 por western 
blot permitió validar la detección de cambios en la localización del transportador 
por el método de microscopía confocal cuantitativa, tanto en intestino de rata 
(sección 2.4.3) como en células Caco-2 (sección 4.4.1.3). Esta validación 
metodológica resultó de gran significación, ya que en los experimentos 
subsiguientes hubiera sido dificultoso demostrar el efecto de los diferentes 
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tratamientos sobre la localización de MRP2 a través del método de 
fraccionamiento de membranas seguido de western blot dada la complejidad de 
los modelos utilizados. 
Habiendo demostrado la posibilidad de una regulación aguda de MRP2 
intestinal, el siguiente paso fue diseñar un modelo in vivo con irrigación e 
inervación conservada que permita medir cambios en la localización y actividad 
de MRP2 en respuesta al estímulo de nutrientes administrados 
intraluminalmente (sección 3.3.2 y Figura 3.1). Para probar el funcionamiento del 
modelo utilizamos el recientemente convalidado regulador de MRP2 dbcAMP 
(Figura 3.2a), administrado por vía endovenosa a una dosis que se sabe efectiva, 
al menos en otro órgano de alta perfusión como el hígado (Mottino y col., 2002). 
El efecto diferencial de los agentes administrados intraluminalmente sobre la 
actividad de MRP2 (Figura 3.2b) concuerda con evidencia previa que sostiene 
que la secreción de GLP-2 depende de la composición específica de nutrientes 
de la dieta (Dubé y Brubaker, 2004). La glucosa mostró un efecto dosis-
dependiente, con un ligero efecto a 10 mM que alcanzó significancia estadística 
a la concentración de 100 mM (Figura 3.2b). Reparando en que la concentración 
intrayeyunal posprandial de glucosa oscila entre 0,4 mM y 24 mM en la rata y 
entre 0,5 mM y 40 mM en el hombre según se trate de yeyuno distal o proximal 
(Soergel, 1993), la relevancia fisiológica del hallazgo observado a la 
concentración 100 mM resulta cuestionable. El desoxicolato estuvo dentro de la 
lista de agentes evaluados debido a que se espera un contacto directo de esta 
sal biliar con las células L en períodos posprandiales. En nuestras condiciones 
experimentales resultó incapaz de modular la actividad de MRP2 (Figura 3.2b), 
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algo relativamente insospechado teniendo en cuenta su capacidad de estimular 
las células L en humanos a la misma concentración a la que lo evaluamos (Adrian 
y col., 1993). Explicaciones posibles de estas diferencias incluyen un aumento 
insuficiente en los niveles de GLP-2, la administración de desoxicolato en 
regiones diferentes (colon sigmoide vs. yeyuno distal) y la variabilidad en la 
respuesta entre diferentes especies. El trabajo de Reimann y col. (2004) 
demostrando la capacidad de la glutamina 10 mM como secretor de GLP-1 en 
un modelo in vitro justificó su inclusión dentro de la lista de nutrientes a evaluar. 
Sin embargo, nuestros resultados negativos (Figura 3.2b) concuerdan con 
estudios in vivo en los que se descarta un efecto estimulatorio de parte de 
proteínas y aminoácidos sobre la secreción de GLP-2 (Elliott y col., 1993; Xiao y 
col., 1999). Interesantemente, la actividad de MRP2 en yeyuno proximal de ratas 
que recibieron solución fisiológica en yeyuno distal (grupo control) fue 
significativamente mayor que la obtenida en ratas a las que no se le administró 
ninguna solución (grupo control [vacío]) (Figura 3.2b). Este hallazgo sugiere que 
el simple llenado del intestino es capaz de gatillar una señal que produce un 
aumento rápido en la actividad de transporte de MRP2. El desconocimiento del 
mecanismo subyacente a este fenómeno amerita posteriores estudios. 
Finalmente, el aumento máximo en la actividad de MRP2 fue registrado luego 
del tratamiento con ácido oleico (Figura 3.2b) a una concentración 
fisiológicamente relevante (Iakoubov y col., 2011), lo que erigió a este nutriente 
como el prototipo a utilizar durante el resto de los estudios correspondientes al 
capítulo 3. Este aumento en la actividad de transporte estuvo asociado a un 
efecto proinsertor de MRP2 en la membrana apical, evidenciado por un pico 
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agudo, desplazado hacia el extremo apical del enterocito y una señal más débil 
en regiones intracelulares (Figura 3.3). 
La participación de GLP-2 en el efecto del ácido oleico sobre la actividad (Figura 
3.2c) y la localización (Figura 3.3) de MRP2 fue demostrada empleando la 
técnica de inmunoneutralización, originalmente reportada en un trabajo que 
vinculó a GLP-2 con el crecimiento intestinal asociado a la diabetes mellitus 
experimental inducida por estreptozotocina (Hartmann y col., 2002). Este 
hallazgo, confirmado por el efecto de GLP-2 administrado endovenosamente 
sobre la actividad de MRP2 (Figura 3.2c), representa un nuevo ítem en la 
creciente lista de funciones biológicas de GLP-2 a nivel intestinal (sección 
1.1.5.2). En cuanto al mecanismo molecular cascada abajo de GLP-2, se 
descartó la participación de IGF-1 (Figura 3.2d). Este factor de crecimiento, si 
bien está estrechamente vinculado a la acción de GLP-2, parece mediar 
exclusivamente efectos a largo plazo relacionados con proliferación y 
crecimiento intestinal (Dubé y col., 2006). De acuerdo con los resultados 
obtenidos utilizando el inhibidor APCP, la formación extracelular de adenosina 
por parte de CD73 demostró ser clave en el efecto del ácido oleico y de GLP-2 
sobre la actividad de MRP2 (Figura 3.2d). Cabe destacar que con esta última 
estrategia experimental se tienen en consideración tanto al ATP como al cAMP 
como posibles sustratos iniciales en la cascada que culmina con la formación de 
adenosina CD73-dependiente (ver sección 3.2.3 y Figura 5.1). Finalmente, la 
transmisión de la señal desde el yeyuno distal al yeyuno proximal dependió de 
la preservación de la estructura y continuidad del intestino y pareció prescindir 
de la circulación sistémica (Figura 3.2e). Teniendo en cuenta tanto la expresión 
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de GLP-2R en neuronas del sistema nervioso entérico (Dubé y Brubaker, 2007) 
como la profunda inervación de las células epiteliales intestinales por parte de 
estas neuronas (Bjerknes y col., 2001), la hipótesis de una transmisión de la 
señal de GLP-2 a través de las múltiples neuronas de los plexos submucoso o 
mientérico parece la más verosímil. La Figura 5.1 ilustra sólo una de las 
posibilidades, ya que no pueden descartarse otras alternativas más complejas a 
la representada, como por ejemplo la participación de más de un tipo neuronal. 
En este sentido, la transmisión de señales en sentido caudal-oral puede 
involucrar a neuronas aferentes intrínsecas primarias, interneuronas 
ascendentes y neuronas motoras (Mazzone y Farrugia, 2007). Experimentos 
adicionales incluyendo bloqueos de la transmisión neuronal podrán contribuir al 
esclarecimiento de esta situación. 
En el último capítulo de este trabajo y utilizando la línea celular Caco-2, 
demostramos que el tratamiento agudo con adenosina produjo un aumento 
significativo en la actividad de MRP2 (Figura 4.4b) que se vio acompañado de 
una clara inserción apical del transportador (Figura 4.5). En ambos casos, los 
efectos fueron similares a los producidos por dbcAMP (Figura 4.1b y Figura 4.2).  
Estos hallazgos complementan los obtenidos en el modelo in vivo (Figura 3.2d), 
demostrando por primera vez su capacidad moduladora de MRP2 intestinal, 
tanto de origen murino como humano. Interesantemente, los niveles de 
adenosina intersticiales en el yeyuno están aumentados hasta dos órdenes de 
magnitud durante períodos posingesta, fenómeno hasta el momento asociado a 
la hiperemia yeyunal posprandial (Sawmiller y Chou, 1992; Li y col., 2004). En 
virtud de nuestros hallazgos, podemos sugerir que el aumento en los niveles de 
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adenosina secundario a la ingesta no sólo tiene como objetivo aumentar el flujo 
sanguíneo intestinal sino que también contribuye a aumentar la función de 
barrera intestinal que provee MRP2. 
El efecto de la adenosina en los cambios de localización y de actividad de MRP2 
en las células Caco-2 estuvo mediado por A2BAR (Figura 4.4 y Figura 4.5). Dentro 
de los receptores de adenosina, A2BAR es el más importante a nivel intestinal y 
se expresa, entre otros sitios, a nivel epitelial (Strohmeier y col., 1995; Christofi, 
2008). Debido a su acoplamiento con Gs, es esperable un aumento en la síntesis 
de cAMP por parte de adenilato ciclasa luego de la activación. De hecho, en 
estudios utilizando monocapas de células epiteliales intestinales T84, se 
demostró que la activación del eje A2BAR/cAMP/PKA por adenosina estimula la 
secreción polarizada de la citoquina proinflamatoria IL-6 hacia el compartimiento 
apical (Sitaraman y col., 2001). Teniendo en cuenta que numerosos compuestos 
con actividad proinflamatoria como prostaglandinas o leucotrienos son sustratos 
de MRP2 (Tabla 1.1), existe la posibilidad de que la regulación descrita en este 
trabajo de tesis también pueda tener lugar en condiciones fisiopatológicas, en 
este caso en particular orientada a dar una respuesta rápida ante la amenaza de 
patógenos en el tracto gastrointestinal. En nuestras condiciones experimentales 
los niveles intracelulares de cAMP también se vieron incrementados 
significativamente en respuesta a adenosina; específicamente en un 30% de 
aumento luego de un tratamiento de 15 minutos (Figura 4.6). Debido a la fuerte 
influencia de la duración del tratamiento en los niveles de cAMP intracelular 
(Tocchetti y col., 2018b), es posible que pueda detectarse un efecto mayor luego 
de exposiciones a adenosina más breves o más prolongadas que la realizada en 
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este experimento en particular. Aunque en forma parcial, la participación de PKA 
en el efecto de la adenosina sobre la actividad de MRP2 fue sugerida por los 
resultados de los experimentos utilizando el inhibidor KT5720 (Figura 4.4). En 
este sentido, es importante resaltar que el aumento en cAMP no sólo conduce a 
la activación de PKA sino que también puede aumentar la actividad de otras 
quinasas como Epac (del inglés Exchange protein activated by cAMP), 
fosfoinositol 3-quinasa o p38 MAPK, todas ellas capaces de modular de forma 
aguda la localización de MRP2 en modelos de hígado (Crocenzi y col., 2012). 
Luego de la realización de estudios adicionales podremos aclarar si sólo PKA o 
también alguna otra quinasa media el efecto de adenosina cascada abajo de 
cAMP. 
Nuestro modelo in vivo permitió evaluar únicamente el efecto de GLP-2 
producido por estimulación directa de las células L por parte de los nutrientes, 
excluyendo la secreción previa de esta hormona por mecanismos indirectos en 
respuesta a la presencia de nutrientes en yeyuno proximal. Por este motivo, en 
la situación fisiológica concreta correspondiente a la ingesta se esperaría una 
secreción de GLP-2 no sólo más cuantiosa sino que también más temprana, 
presumiblemente adelantando el efecto sobre MRP2 en la escala temporal. En 
cuanto a los tiempos de permanencia de los nutrientes en el intestino delgado, 
se estima un tiempo de tránsito de entre 1 y 4 horas, independientemente de que 
se trate de alimentos sólidos o líquidos (Dressman y col., 1998). 
Comparativamente, la celeridad del efecto que describimos permitiría potenciar 
la función de barrera intestinal en un plazo adecuado. 
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Figura 5.1. Secuencia probable de eventos en la regulación de MRP2 por ácido oleico. Luego de 
la ingesta, el ácido oleico intraluminal actúa directamente sobre las células L intestinales 
produciéndose una liberación de GLP-2 hacia el polo basolateral. GLP-2 a su vez se une a su 
receptor presente en neuronas entéricas, las cuales directa o indirectamente liberan uno o más 
de los posibles precursores de adenosina. La enzima CD73 cataliza la conversión extracelular 
de AMP a adenosina, un nucleósido capaz de aumentar la inserción y la actividad de MRP2 en 
el enterocito. La participación de los mediadores en color gris (A2BAR, cAMP y PKA) ha sido 
demostrada utilizando un modelo diferente (células Caco-2), por lo que estos resultados deben 
interpretarse con cautela. 
 
La conclusión de nuestro trabajo se resume en la Figura 5.1. Luego de la ingesta, 
la llegada al intestino de nutrientes como el ácido oleico gatillaría la liberación de 
GLP-2 por parte de células enteroendocrinas L, presumiblemente tanto por 
mecanismos indirectos como directos. GLP-2, liberado a través de la membrana 
basolateral hacia el intersticio, activaría a su receptor localizado en neuronas 
entéricas. Como consecuencia, se generaría y transmitiría una señal a través de 
la pared intestinal, involucrando a una o varias neuronas. Posiblemente sean 
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estas neuronas quienes secreten algún precursor del AMP, como ATP o cAMP, 
aunque no se descarta la intervención de algún otro tipo celular presente en las 
inmediaciones del enterocito. El AMP sería hidrolizado por acción de CD73 
dando lugar a adenosina, la cual activaría directamente a su receptor A2BAR 
localizado en la membrana basolateral enterocitaria. Esta activación conduciría 
a un aumento en las concentraciones intracelulares de cAMP, el cual estimularía 
la inserción de MRP2 en la membrana apical desde reservorios intracelulares a 
través de un proceso exocítico mediado al menos en parte por PKA. El aumento 
en la densidad de MRP2 en la membrana apical se traduciría en un aumento en 
la actividad de transporte y por ende en la capacidad de expulsar de regreso a 
la luz intestinal compuestos tóxicos presentes en la dieta o sus metabolitos. Este 
fenómeno implicaría también una menor cantidad de MRP2 localizada en la 
membrana apical y por ende menor actividad en períodos de ayuno. Este 
fenómeno evitaría la innecesaria secreción a la luz intestinal de sustratos como 
leucotrienos y prostaglandinas, asociados a inflamación y quimiotaxis de 
leucocitos hacia la luz intestinal. Más importante aún, permitiría ahorrar energía 
metabólica (ATP) y evitar la secreción de sustratos valiosos para la célula como 
glutation, imprescindibles para el mantenimiento la homeostasis celular. 
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